BEST AVAILABLE COPY 



(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAIT6 DE COOPERATION 

EN MATEfeRE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propri€t6 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication Internationale 
6 janvier 2005 (06.01.2005) 




(10) Numgro de publication international e 

PCT WO 2005/000344 A2 



(51) Classification Internationale des brevets 7 : 

A61K 39/00, C12N 5/06 

(21) Numero de la demande Internationale : 

PCT/FR2004/001583 

(22) Date de de>6t international : 24 juin 2004 (24.06.2004) 

(25) Langue de depot : francais 

(26) Langue de publication : francos 

(30) Donnees relatives a la priorite : 

03/07601 24 juin 2003 (24.06.2003) FR 

(71) Deposant (pour tous les £tats designes sauf US) : TX- 
CELL [FR/FR]; Route de Saint Antoine de Ginestiere, Ba- 
ilment Arc, H6pital de 1' Arc net, F-06200 Nice (FR). 

(72) Inventeur; et 

(75) Inventeur/Deposant (pour US settlement) : GROUX, 
Herve [FR/FR]; 27, allee des Colibris, F-06410 Biot (FR). 

(74) Mandataires : MARTIN, Jean-Jacques etc.; Cabinet 
Regimbeau, 20, rue de Chazelles, F-75847 Paris Cedex 17 
(FR). 



(81 ) E tats desi gnes ( sa uf indication contra ire, pour tout tit re de 
protection nationale disponible) : AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, B A, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, 
CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, 
GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, 
KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, 
MX, MN, MW, MX, MZ, NA, NT, NO, NZ, OM, PG, PH, 
PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, S Y, TJ, TM, TN, 
TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (sauf indication contraire, pour tout titre 
de protection re~gionale disponible) : ARIPO (BW, GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, 
ZW), eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 
europeen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, 
FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SE, SI, 
SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, 
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Publiee : 

— sans rapport de recherche internal ionale, sera republiee 
des reception de ce rapport 

En ce qui concerne les codes a deux let t res et autre s abrevia- 
tions, se refirer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abrSviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



= (54) Title: METHOD FOR IDENTIFICATION OF TRl LYMPHOCYTES REGULATORS BY THE PRESENCE AND OVER- 
— EXPRESSION OF SPECIFIC MOLECULES AND APPLICATION THEREOF 

= (54) Titre : PROCEDE D' IDENTIFICATION DE LYMPHOCYTES TRl REGULATEURS PAR LA PRESENCE ET LA SUR- 
= EXPRESSION DE MOLECULES SPECIFIQUES ET SES APPLICATIONS 

== - (57) Abstract: The invention relates to a method for identification of Trl lymphocyte regulators in a biological sample, based on the 
determination of the simultaneous presence of the molecular group CD4, CD 18 and/or CD 1 la, CD49b and, where appropriate, by the 

^ demonstration of an over-expression of genes coding for the molecules CD4, PSGL-1, PEC AM- 1 and alphaV/beta3. The invention 
further relates to a method of quantification and a prognostic or diagnostic method for auto-immune or inflammatory diseases, based 
on said identification method. The invention also relates to an enrichment method for Trl lymphocyte regulators, based on the 
determination of the simultaneous presence of said molecules and, finally, an enriched composition from said enrichment method, 

£2 for the treatment of an auto-immune or inflammatory disease, in particular Crohn's disease. 



(57) Abreg£ : L'invention a pour objet un procede d 'identification de lymphocytes Trl regulateurs dans un echantillon biologique 
J^J base" sur la determination de la presence simultanee du groupe de molecules CD4, CD 18 et/ou CD1 la, CD49b et, le cas 6cheant, par 
O Ja m i se en evidence d'une surexpression des genes codant pour les molecules CD4, PSGL-1, PECAM-1 et alpha V/beta3. L'invention 
a egalement pour objet un precede de quantification et un procede de pronostic ou de diagnostic de maladies auto-immunes ou in- 
flammatoires base sur ledit procede" d'identification. L'invention a egalement pour objet un proced£ d'enrichissement en lymphocytes 
Trl regulateurs base sur la determination de la presence simultanee de ces molecules. L'invention a enfin pour objet Tutilisation 
d'une composition enrichie selon ledit procede* d'enrichissement pour le traitement d'une maladie auto-immune ou inflammatoire, 
notamment la maladie de Crohn. 
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PROCEDE D 'IDENTIFICATION DE LYMPHOCYTES TR1 
REGULATEURS PAR LA PRESENCE ET LA SUREXPRESSION DE 
MOLECULES SPECIFIQUES ET SES APPLICATIONS. 

5 L'invention a pour objet un procede d' identification de lymphocytes Trl 

r6gulateurs dans un echantillon biologique base sur la determination de la presence 
simultanee du groupe de molecules CD.4, CD18 et/ou CDlla, CD49b et, le cas 
6ch6ant, par la mise en evidence d'une surexpression des gfenes codant pour les 
mol6cules CD4, PSGL-1, PECAM-1 et alphaVYbeta3. L'invention a egalement pour 

1 0 objet un proc6d6 de quantification et un procede de pronostic ou de diagnostic de 
maladies auto-immunes ou inflammatoires base sur ledit procede d'identification. 
L'invention a egalement pour objet un proc6d6 d'enrichissement en lymphocytes 
Trl regulateurs base sur la determination de la presence simultanee de ces 
molecules. L'invention a enfin pour objet l'utilisation d'une composition enrichie 

1 5 selon ledit proc6d6 d'enrichissement pour le traitement d'une maladie auto-immune 
ou inflammatoire, notamment la maladie de Crohn. 

La tolerance immunitaire est obtenue par difterents mecanismes 
permettant au syst&ne de distinguer le soi du non soi. De plus, le system e 

20 immunitaire est expose a des stimulations repet6es d'antigdnes non pathogenes. 
Afin d'dviter des activations cellulaires et des inflammations chroniques non 
souhaitees, le syst&ne immunitaire pr6sente des m6canismes cooperant dans le 
maintien d'une tolerance faisant participer des cellules T anergiques (Blackman et 
al., 1990, Nature 345, 540-542 ; Jones et al, 1990b, J Exp Med 172, 1277-1285), 

25 l'inactivation des cellules T par apoptose (Jones et al, 1990a, Science 250, 1726- 
1729 ; Webb et alj 1990, Cell 63, 1249-1256), et une suppression immunitaire 
active (Rocken et al, 1996, Immunol Rev 149, 175-194 ; Weiner et al, 1997, Annu 
Rev Med 48, 341-351). La suppression immunitaire active est m6diee par des 
cellules T specialises dont la . .fonction est de supprimer la proliferation et 

30 1'activation des cellules T effectrices. Des etudes rScentes ont demontr6 que des 
cellules rSgulatrices designees Trl font partie des cellules T CD4+ (Chen et al, 
1994, Science 265, 1237-1240 ; Groux et al., 1997, Nature 389, 737-742 ; Mc 
Guirck et al, 2002, J Exp Med 195, 221-231 ; Powrie et al, 1994, J Exp Med 179,' 
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589-600), et que leur fonction est dependante de la presence d'IL-10 (Asseman et 
al, 1999, J Exp Med 190, 995-1004 ; Barrat et al, 2002 J Exp Med 195, 603-616 ; 
Groux et al, 1997) et de TGF-0 (Groux et al, 1997 ; Kitani et al, 2000, J Immunol 
165,691-702); 

5 Parmi les lymphocytes T CD4+, Sgalement d6nomm6s lymphocytes T 

auxiliaires (T helpers), on distingue classiquement 2 types principaux de 
lymphocytes T auxiliaires: les lymphocytes Thl, impliqu£s dans le d6veloppement 
de la r£ponse immune cellulaire, produisent des cytokines pro-inflammatoires telles 
que l'interleukine-2 (IL-2) et l'interf6ron gamma (IFNy) et pr£sentent des effets 
10 activateurs des macrophages; les lymphocytes Th2, qui produisent des cytokines 
telles que les interleukines IL-4, IL-6, IL-10 et IL-13, favorisent la s6cn§tion 
d'anticorps. 

Dans le thymus, la tolerance centrale est un mecanisme bien etabli qui 
implique une deletion des cellules T autoreactives apres interaction avec des 
1 5 cellules dendritiques (DC) deriv6es de la moelle osseuse. 

Toutefois, les m6canismes par lesquels les cellules Tr se forment in vivo et 
exercent leurs effets immunor^gulateurs restent a definir et font l'objet d'intenses 
recherches. 

En particulier, certaines maladies autoimmunes et/ou inflammatoires font 

20 intervenir des cellules Tr 1 . 

Les maladies auto-immunes sont dues a une deregulation du systeme 
immunitaire, qui se traduit par une reponse immune indesirable d'un organisme vis- 
a-vis de ses propres antigenes. On a tente de manipuler les antigenes a Torigine de 
ces pathologies ou les cellules T agressive specifiques de ces antigenes, mais les 

25 r£sultats obtenus ont souvent et6 trds limit6s notamment par l'absence d'une 
connaissance de tous les antigenes impliqu6s dans la pathologie concern6e. En effet, 
les auto antigenes proprement dits, ou les antigenes responsables des desordres 
inflammatoires et auto-immuns ne sont pas toujours connus, ou sont difKrents d'un 
individu a l'autre (part de l'heritage genetique). 

30 Les traitements utilises actuellement dans ces maladies sont soit des 

traitements palliatifs (insuline dans le cas du diabete, anti-histaminiques dans le cas 
des desordres allergiques) soit des traitements syst6miques par des anti- 
inflammatoires (AINS) et/ou des immuno-suppresseurs (glucocorticoides, 
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cyclosporin^ anticorps. ..). II y a done clairement un besoin pour xin traitement 
immunosuppresseur puissant mais limit6 k Porgane atteint ou plus precis&nent a la 
zone d'hyperactivite du systdme immunitaire. 

Les cellules Trl, lorsqu'elles sont re-stimul6es par Tantigene utilise pour 
5 leur induction, ne proliferent que faiblement, produisent des quantity tres 61evees 
d'IL-10, de trds faibles quantites d'IL-2, et ne produisent pas d'IL-4. Lorsque des 
cellules Trl activSes sont cultiv6es en presence d'autres cellules T CD4+ elles 
suppriment la proliferation de celles-ci en r^ponse a un antig&ie; cet effet resulte de 
la s6cr6tion de cytokines, et notamment d'IL-10, par les lymphocytes Tr, et non 

10 d'une action directe de ceux-ci sur les cellules T CD4+ ; il peut done etre obtenu 
sans avoir k connaitre Tantigene responsable de la proliferation de ces cellules. Ceci 
presente un avantage important dans le cas de maladies auto-immunes, dont on peut 
ainsi envisager le traitement sans qu'il soit n6cessaire de connaitre Tantigene exact 
contre lequel sont dirig^es les cellules pathog&iiques. 

15 II a ainsi 6t6 observe, dans un modele experimental de maladie de Crohn 

chez la souris dans lequel les cellules pro-inflammatoires sont dirig^es contre des 
bact6ries commensales de la flore digestive, que T administration aux animaux des 
cellules Trl dirig6es contre Tovalbumine, accompagn6e de Tadministration 
d'ovalbumine dans la nourriture, permettait de prevenir Tinstauration d'une 

20 inflammation chronique du colon (Groux et al, 1997, Nature 389 ', 737-742). 

D J autre part, dans des travaux sur dififSrents modeles animaux de maladie de 
Crohn, de scl6rose en plaques, ou de reaction du greffon contre Thote, les 
inventeurs ont montr6 que les cellules inhibitrices Trl 6taient capables non 
seulement de prdvenir, mais aussi de guerir ces diffSrentes pathologies (Foussat et 

25 al. Submitted, Barrat et aL J. Exp. Med. 2002, 4, 603). 

Le document MOTTET et al. (Journal of Immunology, vol.170, no 8, 15 avril 2003, 
pages 3939-3943) concerne T&ude de la capacit6 des cellules T CD4+CD25+ 
r6gulatrices, coimues pour leur role dans la prevention de pathologies immunes 
m6di6es par des cellules T, a ameliorer une inflammation etablie. L' etude montre 

30 que les cellules T CD4+CD25+ sont capables de traiter une inflammation intestinale 
et suggere que de telles cellules CD4+CD25+ peuvent etre b6n6fiques dans le 
traitement de maladies inflammatoires chroniques. 
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Des cellules Trl obtemies k partir des cellules T d'un patient sont done 
potentiellement utilisables dans le cadre d'une therapie cellulaire pour r^guler la 
r^ponse immunitaire chez ce patient. Elles sont ainsi utilisables notamment pour 
pr6venir ou soigner, non seulement les maladies auto-immunes et inflammatoires 
5 mentionnees ci-dessus, mais egalement toute autre pathologie caract6ris6e par une 
r6ponse inflammatoire aberrante, comme le diabete, le psoriasis, Patheroscl6rose, la 
polyarthrite rhumato'ide ou Pasthme; elles sont egalement utilisables dans le 
traitement des rejets de greffe ou de la reaction du greffon contre Ph6te. 

Ainsi, parmi les maladies auto-immunes dans lesquelles des cellules Trl 

10 peuvent etre utilis6es, on cite les maladies choisies dans le groupe constitu6 de 
Phepatite active chronique, la maladie d' Addison, le syndrome anti-phospholipide, 
Pallergie atopique, la gastrite atrophique auto-immune, rachlorhydrie auto- 
immune, la maladie ceiiaque, la maladie de Crohn, le syndrome de Cushings, la 
dermatomyosite , le diabete de type I, le lupus discoide, Perythematose, le 

15 syndrome de Goodpasture, la maladie de Grave, la thyroidite d'Hashimoto, 
Patrophie adrenale idiopathique, le diabete insulinodependant, le syndrome de 
Lambert-Eaton, Phepatite lupoide, certains cas de lymphopenie, la sclerose en 
plaques, le pemphigus vulgaris ou foliace, le pemphigoide bulleux, Panemie 
pernicieuse, Puv6itite phacogenique, la polyarthrite, la cirrhose biliaire primaire, la 

20 cholangite sclerosante primaire, le psoriasis, le syndrome de Reiter, la 
polychondrite, Parthrite rhumatoide, le syndrome de Schmidt, la scterodermose, le 
syndrome de Sjogren, le Lupus Eryth&nateux Systemique, Parthrite de Takayasu, 
Parthrite temporaire, la thyrotoxicose, la resistance a Pinsuline de type B , la colite 
ulcerative, la granulomatose de Wegener, la myasthenic gravis, la maladie de 

25 Guillain-Barre, Pureite auto-immune, Panemie auto-immune hemolytique, la 
thrombocytopenic auto-immune, Poophorite auto-immune, la maladie de Behcet, la 
dermatite herp&iforme, la polymyosite, la dermatomyosite, les 
spondyloarthropathies cornme la spondylite ankylosante, le vitiligo. 

30 Une des difficulty dans Putilisation des lymphocytes Trl regulateurs est de 

pouvoir les identifier de maniere simplifi6e et sure k partir d'une population 
lymphocytaire. Les techniques actuelles d'identification des lymphocytes Trl 
r£gulateurs consistent k etudier le profil de production des cytokines par une 
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. population de lymphocytes susceptible de comprendre des lymphocytes Trl 
regulateurs. Notamment, Groux et al. (Nature, 389, 737-742, 1997) decrit que cette 
population de lymphocytes produit des quantity tres elevees d'interleukine 10 (IL- 
10), des quantites importantes de TGF-f} (tumor growth factor (3), de tres faibles 
5 quantites d'interleukine 2 (IL-2) et ne produit pas d'interleukine 4 (IL-4). L'homme 
de Tart peut confirmer la prdsence de lymphocytes Trl regulateurs dans une 
population lymphocytaire en 6tudiant la r6ponse proliferative des lymphocytes T 
CD4+ presents dans ladite population : lorsque les lymphocytes Trl regulateurs 
sont cultives en presence de lymphocytes T CD4+, ils suppriment la proliferation de 
10 ceux-ci en reponse k un antigene (Groux et al., Nature, 389, 737-742, 1997). Ces 
techniques d'identification pr6sentent l'inconvenient d'etre longues et laborieuses. 

Ainsi, il existe aujourd'hui un besoin de disposer d'une technique rapide et 
efficace pour identifier la presence ou l'absence de lymphocytes Trl regulateurs h 
partir d'un £chantillon contenant une population lymphocytaire. Un tel procede 
15 pourrait etre egalement avantageux car il permettrait d'enrichir une population 
lymphocytaire en lymphocytes Trl regulateurs. 

Ceci est justement Tobjet de la pr6sente invention. 

1/ invention a ainsi pour objet un proced6 d'identification de lymphocytes 
Trl regulateurs presents dans un echantillon biologique comprenant des 
20 lymphocytes, caracterise en ce qu'il comprend les Stapes sxiivantes : 

a) determiner la pr6sence simultan6e des produits d'expression par lesdits 
lymphocytes des genes codant pour la molecule CD4 et Pensemble des 
molecules du groupe A, ledit groupe A etant constitue par les molecules 
CD1 8 et/ou CD1 la, et CD49b ; et 
25 b) identifier comme lymphocytes Trl regulateurs les lymphocytes qui 

expriment simultan6ment les g^nes codant pour la molecule CD4 et 
l'ensemble des mol6cules du groupe A. 
Par groupe A constitue par. les molecules CD 18 et/ou CD1 la, et CD49b, on 
entend designer le groupe A constitue par : 
30 - soit les molecules CD 1 8 et CD49b ; 

- soit les molecules CD1 la et CD49b ; ou 

- soit les molecules CD 1 8, CD 1 1 a et CD49b. 
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Parmi les echantillons biologiques comprenant des lymphocytes dans 
lesquels on cherche k identifier la presence de lymphocytes Trl regulateurs, on 
prefere les echantillons biologiques issus de sang peripherique preleve chez un 
sujet, les echantillons biologiques issus d'un procede de preparation in vitro de 
5 lymphocytes Trl regulateurs a partir d'une population de cellules, notamment des 
lymphocytes, le cas ecMant issues d'un prelevement chez un sujet, ou encore issus 
de cellules progenitrices. 

Le procede d'identification de lymphocytes Trl regulateurs selon la pr6sente 
invention peut etre realise sur tout echantillon biologique comprenant une 

10 population de lymphocytes dont on cherche a determiner si elle contient des 
lymphocytes Trl regulateurs. 

Le sujet chez qui le preievement de Pechantillon biologique est effectu6 
peut etre tout mammifere, notamment la souris, de preference l'homme. De 
preference, ce sujet peut etre soit sain, soit atteint d'une maladie auto-immune ou 

1 5 inflammatoire. L'expression « sujet sain » selon l'invention comprend tout sujet, de 
preference l'homme, non atteint d'une maladie auto-immune ou inflammatoire. Une 
liste de maladies auto-immunes a 6t6 donnee plus haut ; les maladies inflammatoires 
sont des maladies dans lesquelles on observe une infiltration de cellules 
mononucleates, une proliferation de fibroblastes et de nouveaux vaisseaux 

20 sanguins, menant a une augmentation des tissus connectifs, et une destruction 
tissulaire. On note notamment les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin. 

L'echantillon biologique peut etre 6galement issu de procedes de 
preparation in vitro de lymphocytes Trl regulateurs, ces procedes etant bien connus 
de l'homme du metier. Parmi ces procedes de preparation, on peut citer par exemple 

25 le procede decrit dans la publication d'un inventeur (Groux et al., Nature, 389, 737- 
742, 1997), qui consiste k stimuler de fa<?on repetee des cellules T CD4+ avec 
l'antigene en presence d'IL-10. On peut 6galement citer le procede de preparation in 
vitro de lymphocytes Trl regulateurs decrit dans la demande de brevet 
internationale d'un inventeur publiee le 21 novembre 2002 sous le numero WO 

30 02/092793 : ce procede consiste en la mise en culture de lymphocytes T CD4+ en 
presence de cellules presentatrices d'antigene artificielles exprimant une molecule 
HLA de classe II et la molecule LFA-3 (CD58) humaine, mais n'exprimant aucune 
des molecules co-stimulatrices B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), B7-H1, CD40, CD23 et 
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ICAM-1 (CD54). Un autre procecte de preparation in vitro de lymphocytes Trl 
regulateurs est donn6 dans l'exemple 5 ci-apres, procede qui consiste a obtenir in 
vitro une population de cellules dendritiques humaines a partir de cellules 
progenitrices humaines, . lesquelles cellules dendritiques sont enables d'induire la 
5 differentiation de lymphocytes T humains en lymphocytes Trl regulateurs. 

Par produit d'expression d'un gene codant pour une molecule dans le 
procede d 'identification de lymphocytes Trl regulateurs selon la pr6sente invention, 
on entend designer, pour chacune de ces molecules, le produit d'expression du g£ne 
codant pour ladite molecule, celui-ci pouvant etre soit le produit de traduction dudit 

1 0 gene, a savoir le peptide code par ledit g6ne, ou encore le produit de transcription 
dudit g&ne, a savoir l'ARNrn codant pour ladite molecule. De preference, le produit 
d'expression est ladite molecule exprimee a la surface desdits lymphocytes ou Pun 
de ses fragments representatifs, a savoir un fragment de ladite molecule dont la 
presence k la surface des lymphocytes permet de conclure k l'expression de cette 

1 5 molecule a la surface des lymphocytes (ph£notype « + » pour ladite molecule). 

Les inventeurs ont en effet mis en Evidence que les lymphocytes Trl 
regulateurs peuvent etre identifies en determinant la presence simultan6e du produit 
d'expression par cesdits lymphocytes du g6ne codant pour la molecule CD4 et des 
genes codant pour les molecules du groupe A (voir exemples 2 et 3). 

20 Les mol6cules CD 11a et CD 18 sont assoctees k la surface des lymphocytes 

pour former la p 2 -int6grine dimerique CD1 la/CD18, qui porte egalement le nom de 
LFA-1 pour Lymphocytes Function Associated Antigen- 1 (antigene 1 associ6 k la 
fonction des lymphocytes). La presence de cette p 2 -int6grine pourra done 6tre 
identifi£e en determinant la presence soit du produit d'expression par cesdits 

25 lymphocytes du gene codant pour la molecule CD1 la, soit du produit d'expression 
du g£ne codant pour la molecule CD 18, soit simultan&nent de ces deux produits 
d'expression. 

Les inventeurs ont mis en outre en evidence que les lymphocytes Trl 
regulateurs peuvent etre egalement identifies independamment du procede 
30 d'identification ci-avant par la surexpression d'au moins 1, de preference d'au 
moins 2, 3, 4 ou de tous les genes codant pour les molecules CD1 la, CD18, PSGL- 
1, PECAM-1 et/ou alphaV/beta 3, par comparaison avec l'expression par des 
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lymphocytes connus comme etant de type Thl ou Th2, notamment des lymphocytes 
Thl ou Th2 issus de clones (voir exemple 4). 

La molecule PSGL-1, ou P-selectin glycoprotein-ligand-1 (ligand majeur de 
type glycoproteine pour la P-s61ectine) est une molecule d*adh6sion cellulaire 
5 (CAM pour Cell Adhesion Molecule) appartenant k la famille des selectines. 

La molecule PECAM-1 ou Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule- 1 
(molecule d' adhesion cellulaire de 1' endothelium et des plaquettes) 6galement 
d6nommee molecule CD31, est une molecule CAM appartenant a la famille des 
molecules Ig-like. 

10 La molecule alpha V/beta3 egalement d&iommee molecule CD51/CD61, ou 

VNR pour vitronectin receptor (recepteur de la vitronectine), est une molecule 
CAM appartenant a la sous-famille des p 3 -int6grines. 

Selon un mode de realisation particulier de Pinvention, le proc6d£ 
d'identification de lymphocytes Trl r£gulateurs ci-avant bas6 sur Pexpression des 

1 5 molecules du groupe A est caract6rise en ce que : 

- a Petape (a) on compare en outre Pexpression par lesdits lymphocytes d'au moins 
un gene choisi paxmi les gSnes codant pour les molecules du groupe B suivant : 
CDlla, CD18, PSGL-1, PECAM-1 et alphaV/beta 3, ladite expression etant 
comparee avec l'expression dudit meme gene par des lymphocytes de type Thl ou 

20 Th2 ; et 

- en ce qu'a Petape (b) on identifie comme lymphocytes Trl regulateurs les 
lymphocytes qui surexpriment au moins Pun desdits g£nes codant pour les 
molecules du groupe B. 

Par lymphocytes qui surexpriment au moins Pun des gdnes codant pour les 
25 molecules du groupe B on entend designer des lymphocytes dont Pexpression d?au 
moins Pun desdits g&nes est significativement plus importante que Pexpression de 
ces memes molecules par les lymphocytes de type Thl ou Th2 ; de preference, 
ladite surexpression par les lymphocytes Trl r6gulateurs par rapport k celle 
obtenue par les lymphocytes Thl ou Th2 est au moins 2, 3, 4, 5, 7 ou 10 fois 
30 superieure k Pexpression sur les lymphocytes de type Thl ou Th2. 

De preference, les lymphocytes Thl ou Th2 sont des lymphocytes Thl ou 
Th2 issus de clones habituellement obtenus sur des sites inflammatoires 
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notamment cutanes qui sont differences in vitro en presence d'IL-4 pour les Th2 
ou d' IL- 1 2 pour les Thl . 

Selon un autre mode de realisation particulier de l'invention, le procede 
d'identification de lymphocytes Trl regulateurs est caracterise en ce qa'k Petape (a) 
5 on compare l'expression d'au moins deux desdits g£nes du groupe B et en ce qu'& 
Petape (b) on identifie comme lymphocytes Trl regulateurs les lymphocytes qui 
surexpriment les deuxdits genes du groupe B. 

Selon encore un autre mode de realisation particulier de l'invention, le 
procede d'identification de lymphocytes Trl regulateurs est caracterise en ce qu'h 
10 Petape (a) on compare l'expression de tous les genes du groupe B et en ce qu'i 
Petape (b) on identifie comme lymphocytes Trl regulateurs les lymphocytes qui 
surexpriment tous les g£nes du groupe B. 

De maniere pr6fi§r£e, le procede d'identification selon l'invention est 
caract6ris6 en ce qu'a 1'etape (a) on compare l'expression d'au moins trois desdits 
15 genes du groupe B et en ce qu'a 1'etape (b) on identifie comme lymphocytes Trl 
regulateurs les lymphocytes qui surexpriment les troisdits genes du groupe B 

De maniere encore prefe^e, le procede d'identification selon l'invention est 
caracterise en ce qu'& l'6tape (a) on compare l'expression d'au moins quatre desdits 
gdnes du groupe B et en ce qu'i 1'etape (b) on identifie comme lymphocytes Trl 
20 regulateurs les lymphocytes qui surexpriment les quatre dits genes du groupe B 

L'invention peut 6galement avoir pour objet un procede d'identification de 
lymphocytes .Trl r6gulateurs presents dans un 6chantillon biologique comprenant 
des lymphocytes, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) comparer l'expression par lesdits lymphocytes d'au moins un gene 
25 choisi parmi les gdnes codant pour les molecules du groupe B suivant : 

CDlla, CD18, PSGL-1, PECAM-1 et alphaWbeta 3, ladite expression 
etant comparee avec l'expression dudit meme gene par des lymphocytes 
de type Thl ou Th2 ; et 

b) identifier comme lymphocytes Trl r6gulateurs les lymphocytes qui 
30 surexpriment au moins Pun desdits genes codant pour les molecules du 

groupe B. 

En outre, les lymphocytes Trl regulateurs peuvent egalement etre identifies 
par le procede d'identification selon l'invention dans lequel on determine en outre 
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la presence du produit d' expression par cesdits lymphocytes du gene codant pour la 
molecule CD3. 

Ainsi, de maniere encore pr6f6r6e, l'invention a pour objet un proc6d6 
d'identification selon l'invention caract6rise en ce qu'a l'etape (a) on determine en 
5 outre et simultan&nent la presence du produit d'expression par lesdits lymphocytes 
du gene codant pour la molecule CD3 et en ce qu'a l'etape (b) on identifie comme 
lymphocytes Trl r^gulateurs les lymphocytes qui expriment en outre simultan&nent 
le g£ne codant pour la molecule CD3. 

Selon le procede selon l'invention, 1' identification des molecules k la 
1 0 surface des lymphocytes pourra etre r^alisee par toute methode appropriee 
permettant d'identifier specifiquement la presence simultan6e de ces molecules. 

Parmi ces methodes, on preffere les methodes pour lesquelles l'identification 
de ces molecules a la surface des lymphocytes est realisee a 1'aide d'anticorps, 
polyclonaux, monoclonaux, ou recombinants, ou leurs fragments, ou encore de 
15 ligands, capables de reconnaitre specifiquement ces molecules, ces anti corps ou 
fragments d'anticorps pouvant etre, le cas ech6ant, marques. 

De preference, le procede d'identification selon l'invention est caracteris£ en 
ce qu'a Petape (a) on determine la presence simultanee desdites molecules du 
groupe A exprimees k la surface desdits lymphocytes. 
20 Dans un mode prefer de realisation du procede d'identification selon 

l'invention, on determine caracterise en ce qu'i l'etape (a) on determine la presence 
. simultanee desdites molecules exprimees a la surface desdits lymphocytes au 
moyen d'anticorps specifiques desdites molecules. 

Parmi les anticorps specifiques desdites molecules qui peuvent etre utilises 
25 dans le procede d'identification selon l'invention, on peut citer notamment, mais 
sans s'y limiter les anticorps anti-CD4 humain ou murin tels que ceux secretes par 
les clones RPA-T4 et HI 29-1 9 (Becton Dickinson, Le Pont de Claix - FR), les 
anticorps anti-CD 18 humain ou murin tels que ceux secretes par les clones 6,7, 
C71/16, et Game-46 (Becton Dickinson), les anticorps anti-CDlla murin tels que 
30 ceux secretes par le clone Ml 7/4 (Biocompare, South San Fransisco - US), les 
anticorps anti-CD49b humain ou murin tels que ceux secretes par les clones AK-7 
et Hal/29 (Becton Dickinson), les anticorps anti-CD31 murin tels que ceux secretes 
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par le clone MEC 13.3 (Becton Dickinson), et les anticorps anti-CD3 humain tels 
que ceux s6cr6t6s par le clone UCHT-1 (Caltag, Burlingame, US). 

Comme exemples de ligands naturels autres que des anticorps capables de 
reconnaitre ces molecules, on pourra citer par exemple, mais sans s'y limiter, pour 
5 la molecule CD18 (LFA-1), les ligands hu-soluble ICAM-1 (CD54), hu-ICAM-lFc 
chimera, hu-ICAM-2Fc chimera (CD 102), huICAM-3Fc chimera (CD50), mu 
ICAM-1 (CD54), mu-ICAM-2Fc chimera (CD 102), muICAM-3Fc chimera 
(CD50), muICAM-5Fc chimera (CD50), JAM-1 , JAM-2, JAM-3 ; tous ces ligands 
sont disponibles dans le commerce (notamment R&D Systems, Minneapolis - US). 

10 Dans un mode de realisation particulierement pr6fSr6 du procede 

d'identification selon 1'invention, 1'identification des molecules dont on cherche a 
determiner la presence simultan6e k la surface des lymphocytes presents dans ledit 
echantillon biologique h tester est r6alis6e de preference par immunofluorescence, 
ou encore par une methode radio-immunologique ou immuno-enzymatique. 

15 En general, pour la preparation d' anticorps polyclonaux, monoclonaux, ou 

leurs fragments, ou encore recombinants, on pourra se r6ferer aux techniques bien 
connues de l'homme de Part, techniques qui sont en particulier decrites dans le 
manuel « Antibodies » (Harlow et aL, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Publications pp. 726, 1988) ou h la technique de preparation a partir 

20 d'hybridomes dScrite par Kohler et al. (Kohler et Milstein. Nature, 256: 495-497, 
1975). Des anticorps sp£cifiques du proc6d6 selon Tinventibn peuvent etre obtenus 
par exemple a partir de serum ou de cellule d'un animal immunise specifiquement 
contre ces molecules. 

Par fragment d'anticorps capable de recoimaitre specifiquement ces 

25 molecules, on enterid designer en particulier les fragments d'anticorps comprenant 
tout fragment dudit anticorps capable de se fixer specifiquement sur Pepitope de 
ladite molecule sur laquelle se fixe Tanticorps dont ledit fragment est issu. Des 
exemples de tels fragments incluent en particulier des anticorps simple chaine 
(scFv) ou des fragments monovalents Fab ou Fab' et des fragments divalents tels 

30 que F(ab')2, qui possedent la meme specificite de fixation que Tanticorps dont ils 
sont issus. Ces fragments d'anticorps peuvent etre obtenus a partir des anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux par des methodes telles que la digestion par des 
en2ymes, comme la pepsine ou la papaine et/ou par clivage des ponts disulfures par 
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reduction chimique. D'une autre maniere ces anticorps, ou leurs fragments, 
pourront egalement etre obtenus par recombinaison genetique (anticorps 
recombinants). 

Les anticorps ou leurs fragments, capables de reconnaitre specifiquement ces 
5 molecules, peuvent 6galement se presenter sous forme d'anticorps marqu6s afin 
d'obtenir un signal directement ou indirectement detectable et, de preference, 
quantifiable. 

Les anticorps marques, ou leurs fragments, qui peuvent etre utilises dans le 
proced£ d' identification selon la presente invention sont par exemple et de 

10 preference des anticorps dits immunoconjugues qui sont conjugues avec des 
marqueurs fluorescents qui incluent notamment la fluoresceine et ses derives, tels 
que Pisothiocyanate de fluoresceine (FITC), ou encore Pallophycocyanine (APC), 
la phycoeiythrine-cyanine 5 (PCS) et la phycoerythrine (PE), le diacetate de 
fluoresceine fluorescente verte, la calc6ine AM, la tetramethyl rhodamine 

15 fluorescente rouge ou encore la rhodamine et ses derives, la GFP (GFP pour 
« Green Fluorescent Protein »), le dansyl, Pumbellif6rone etc.. 

De tels anticorps immunoconjugues sont disponibles dans le commerce, 
notamment Panti-CD4 APC-conjugue (RPA-T4, Beckton Dickinson), Panti-CD3 
PC5-conjugue (UCHT-1, Caltag, Burlingame, US), Panti-CD18 PE-conjugue (6.7, 

20 Beckton Dickinson) et l'anti-CD49b FITC-conjugue (AK-7, Beckton Dickinson) 
chez i'homme, et l'anti-CD4 de souris PC5-conjugue (H129-19, Beckton 
Dickinson), Panti-CD18 de souris PE-conjugu6 (C71/16, Beckton Dickinson) et 
Panti-CD49b de souris FITC-conjugue (Hal/29, Beckton Dickinson). 

Les anticorps marques, ou leurs fragments, qui peuvent etre utilises 

25 egalement dans le procede d' identification selon la presente invention incluent 
egalement des anticorps immunoconjugues conjugues avec des enzymes telles que 
la peroxydase, la phosphatase alkaline, la p-D-galactosidase, la glucose oxydase, la 
glucose amylase, Panhydrase carbonique, P acetylcholinesterase, le lysozyme, la 
malate dehydrogenase ou la glucose-6 phosphate dehydrogenase ou par une 

30 molecule conime la biotine, la digoxig&iine ou la 5-bromo-d6soxyuridine. 

Dans de tels conjugues, les anticorps ou leurs fragments peuvent etre 
prepares par des m£thodes connues de I'homme de Tart. lis peuvent £tre couples 
aux enzymes ou aux marqueurs fluorescents directement ou par 1' intermediate d'un 
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groupe espaceur ou d'un groupe de liaisons tel qu'un polyaldShyde, comme le 
glutarald&iyde, Tacide ethylenediaminet6traac6tique (EDTA), Pacide 
diethylenetriaininqpentaacetique (DPTA), ou en presence d'agents de couplage tels 
que le periodate etc.. Les conjugues comportant des marqueurs de type fluoresc6ine 
5 peuvent etre prepares par reaction avec un isothiocyanate. 

D'autres conjugues peuvent inclure egalement des marqueurs . 
chimioluminescents tels que le luminol et les dioxetanes ou des marqueurs 
bioluminescents tels que la lucif&rase et la luciferine. 

Parmi les marqueurs pouvant etre fix6s sur ces anticorps ou sur leurs 
1 0 fragments qui peuvent 6tre utilises dans le procede d' identification selon la presente 
invention, on peut egalement citer les marqueurs radioactifs tels que ,4 C, 36 C1, 57 Co, 
58 Co, 5I Cr, ,52 Eu, 59 Fe, 3 H, 125 I, ,31 I, 32 P, 35 S, 75 SE et 99m Tc qui peuvent etre detectes 
par des moyens connus tels que le compteur gamma ou & scintillations, par 
autoradio graphie, etc. . 

1 5 Toute methode classique dependant de la formation d'un complexe immun 

anticorps-molecule (antigene) peut etre mise en oeuvre pour realiser une telle 
identification. Ladite methode, si elle est de type radio-immunologique ou immuno- 
enzymatique peut Stre une methode par comp6tition ou par sandwich, ou toute 
methode connue de Thomme de l'art. 

20 Dans un mode de realisation particulierement pr6f6re, l'6tape (a) de 

determination du procede d' identification selon la presente invention est r6alis6e h 
Taide d'anticorps marquds avec des marqueurs fluorescents. De preference encore, 
chacun desdits anticorps ou fragment d'anticorps specifique d'une mol6cule dont on 
veut d6terminer la presence, sera marque avec un marqueur different pour chacune 

25 des sp6cificites. De maniere encore plus pr6feree, ladite methode d'identification 
permet egalement de quantifier dans l'echantillon biologique h tester le nombre ou 
la proportion de lymphocytes pr6sentant simultanement lesdites molecules dont on 
cherche a identifier la presence, comme par exemple, mais sans s'y limiter, la 
methode d'identification et de quantification utilisee dans les exemples 2, 3 et 4 ci- 

30 apres. . . 

Selon un mode particulier de realisation de l'invention, le procede est 
caracteris6 en ce que lesdits marqueurs sont fluorescents et sont choisis dans le 
groupe constitue de 1' isothiocyanate de fluorescein (FITC), l'allophycocyanine 
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(APC), la phycoerythrine-cyanine 5 (PCS), la phyco6rythrine (PE), le diacetate de 
fluoresceine fluorescente verte, la calc6ine AM, et la tetramethyl rhodamine 
fluorescente rouge. 

Parmi les procedes d'identification que Ton peut utiliser, il existe la 
5 technique FACS (flluorescence-activated cell sorter), qui consiste en un systeme 
electronique pour separer les cellules selon leur taille et Tintensite de la fluorescence 
qu'elles emettent apr£s divers marquages. Uappareil prepare des microgouttes de la 
suspension cellulaire qui sont dilutes de fa$on a ne contenir qu'une seule cellule. La 
microgoutte passe devant un faisceau lumineux h rayon laser et les cellules sont 
10 analysees (histogramme) et separ6es sur la base de leur fluorescence et/ou de leur 
taille. 

Dans un mode pr6fere de realisation, le proced6 d'identification selon 
l'invention est caracterise en ce qu'4 Tetape (a) la determination de la presence 
simultanee desdites molecules du groupe A exprimees k la surface desdits 
1 5 lymphocytes est mise en ceuvre par cytom6trie de flux. 

On entend par cytometrie de flux toute technique permettant le comptage et 
la mensuration de cellules, notamment la technique FACS telle que decrite plus 
haut. 

Lorsque T6tape (a) de determination du procede d'identification selon la 
20 presente invention est r6alis^e k Taide d'immunoconjugu6s fluorescents (tels que 
des anticorps fluorescents), on prefere un procede d'identification selon l'invention 
dans lequel, a l'6tape (a) dudit procede, la mol6cule CD 18 est determinee comme 
presente a la surface desdits lymphocytes lorsque le niveau d'intensite de 
fluorescence obtenu pour cette molecule correspond a celui obtenu pour cette meme 
25 molecule a la surface des cellules monocytaires (« CD18bright »). 

Selon un mode prefere de realisation, le proced6 d'identification selon 
l'invention est caracterise en ce qu'4 l'dtape (a) dudit procede on determine, pour la 
molecule CD18, la presence d'une intensite de fluorescence de type CD18bright. 

Ainsi, par exemple, par phenotype «CD3+ CD4+ CD18bright» pour des 
30 lymphocytes T humains on entend designer des lymphocytes qui expriment des 
molecules ou antigenes QD3, CD4 et CD18 a la surface cellulaire, 1* intensite de 
fluorescence du marquage de la molecule CD18 etant egale k l'intensite de 
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fluorescence de ce meme marquage retrouvee sur les cellules monocytaires (cf. 
Figure 15). 

La comparaison de l'expression par lesdits lymphocytes des genes codant 
pour les molecules du groupe B peut etre effectude par comparaison de la quantite 
5 d'ARNm exprime pour cesdits g&nes. 

Une telle comparaison de l'expression d'ARNm peut etre effectuee en utilisant 
la technique d 5 amplification en chaine par polymerase prec6d6e d'une etape de 
transcription inverse (RT-PCR). 

Selon un mode de realisation, le procede d'identification selon la pr6sente 
1 0 invention est caracterise en ce que : 

- a l'etape (a) la comparaison de l'expression par lesdits lymphocytes d'au 
moins un gbne codant pour les molecules du groupe B est effectuee par 
comparaison de la quantite d'ARNm exprime pour ledit gene ; et 

- en ce qu'h l'etape (b) on identifie comme lymphocytes Trl r6gulateurs les 
1 5 lymphocytes qui surexpriment V ARNm dudit gene. 

Selon un autre mode de realisation, le procede d'identification selon la 
pr6sente invention est caracterise en ce que 1'on mesure la quantite d'ARNm par 
RT- PCR quantitative. 

Selon un autre mode pr6fere de realisation, le procede d'identification selon 
20 l'invention est caracterise en ce que P6chantillon biologique est issu d'un 
pr616vement de sang peripherique ou d'un organe inflammatoire chez un sujet. 

De preference, le prelevement dudit 6chantillon biologique dans le procede 
selon l'invention est effectu6 chez un sujet atteint ou susceptible d'etre atteint d'ime 
maladie auto-immune ou inflammatoire. 
25 De mani&re encore plus pref6ree, ledit sujet est atteint de la maladie de 

Crohn ou de la sclerose en plaques. 

Dans un autre mode de realisation, le proced6 d'identification de 
lymphocytes Trl r6gulateurs selon l'invention est caracterisd en ce que l'echantillon 
biologique est issu d'un procdde de preparation in vitro de lymphocytes Trl 
30 regulateurs a partir d'une population de lymphocytes issus d'un prelevement chez 
un sujet. - 

De preference, ledit procede de preparation in vitro de lymphocytes Trl 
regulateurs a partir de la population de lymphocytes comprend au moins une etape 
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d'activation de lymphocytes T CD4+ de ladite population de lymphocytes en 
presence d'un antigfene et d'interleukine 10. 

Egalement, ledit procede de preparation in vitro de lymphocytes Trl 
regulateurs comprend les etapes suivantes : 
5 a) obtenir un echantillon biologique contenant des cellules presentatrices d'antigdne 
artificielles qui expriment me molecule du systfeme HLA de classe II et une 
molecule de LFA-3 humain et qui n'expriment aucune des molecules de co- 
stimulation B7-1, B7-2, B7-H1, CD40, CD23 ou ICAM-1 ; 

b) activer in vifro les lymphocytes T CD4+ de ladite population de lymphocytes en 
10 presence de l'antigene choisi, presente par les cellules presentatrices d'antigene 

artificielles obtenues en (a) ; et 

c) recuperet a partir desdits lymphocytes, une population de lymphocytes CD4+ 
actives comprenant au moins 10% de lymphocytes Trl specifiques de l'antigene 
choisi. 

15 De maniere encore pr6f6ree, ledit procede de preparation in vitro de 

lymphocytes Trl regulateurs comprend les etapes suivantes : 

a) obtenir in vitro une population de cellules prog6nitrices humaines capables de se 
differencier en cellules dendritiques ; 

b) mettre en culture, lesdites cellules progenitrices humaines en presence d'IL-10 
20 pour obtenir une population desdites cellules dendritiques ; et 

c) mettre en presence ladite population de lymphocytes humains avec la population 
de cellules dendritiques obtenues en (b). 

Une telle procedure de preparation est donnee en exemple plus loin 
(Exemple 5). 

25 Dans un autre mode de realisation, le procede d' identification selon 

Pinvention est caracteris£ en ce que les produits d'expression par lesdits 
lymphocytes des genes codant pour les molecules du groupe A sont des ARNm, et 
en ce qu'& l'etape (a) la determination de la presence simultanee desdits ARNm est 
realisee par RT- PCIL 

. 30 Un procede d'identification selon Pinvention par lequel on determine la 

presence simultanee des ARNm peut etre par exemple la technique d'amplification 
en chaine par polymerase pr^cedee d'une etape de transcription inverse (RT-PCR). 
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Sous un autre aspect, l'invention a egalement pour objet un procede de 
quantification de lymphocytes Trl regulateurs presents dans un echantillon 
biologique comprenant des lymphocytes, caract6ris6 en ce qu'il comprend les 
etapes consistant a : 

5 a) identifier les lymphocytes Trl regulateurs par un procede d' identification selon 
1'invention ; et 

b) determiner la proportion des lymphocytes Trl regulateurs identifies en (a) par 
rapport k la quantity totale des lymphocytes ou d'une fraction particultere des 
lymphocytes, presents dans ledit echantillon biologique. 
1 0 Un tel procede de quantification peut etre realise par exemple au moyen de 

la cytometric de flux comme decrit plus haut. 

L'invention a egalement pour objet un procede de pronostic ou de diagnostic 
in vitro d'une maladie auto-immvme ou inflammatoire chez un sujet k partir d'un 
echantillon biologique pr^alablement prelev6 chez ledit sujet, caracteris^ en ce qu'il 
1 5 comprend les etapes suivantes : 

a) determiner la proportion de lymphocytes Trl regulateurs presents dans ledit 
Echantillon biologique par rapport a la quantite totale des lymphocytes, ou d'une 
fraction particuliere des lymphocytes, selon le procede de quantification selon 
T invention, ou selon tout procede permettant la quantification de cesdits 

20 lymphocytes Trl regulateurs ; et 

b) comparer la proportion desdits lymphocytes Trl regulateurs obtenue a l'etape (a) 
par rapport k celle presente dans un echantillon biologique pr61eve chez un sujet 
sain. 

Dans le procede de pronostic ou de diagnostic ci-avant, a l'etape (a), on 
25 . entend designer par tout proced6 permettant la quantification desdits lymphocytes 
Trl regulateurs un procEde tel que notamment en 6valuant la proportion de 
lymphocytes ayant un profil de production des cytokines et/ou capables de diminuer 
la proliferation des cellules T CD4+ tel que d6crit dans « Groux et al., 1997 » et 
dans le document brevet publie sous le numEro WO 02/092793. 
30 Dans un mode de realisation prefer£e, le proc6de de pronostic ou de 

diagnostic in viti-o d'une maladie auto-immuhe ou inflammatoire selon Pinvention 
est caracterise en ce qu'& l'etape (b) dudit procede on observe une diminution de 
ladite proportion chez le sujet a tester. 
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En effet, on a pu observer que des patients atteints d'une maladie auto- 
immune ou inflammatoire pr6sentent une diminution de la proportion de 
lymphocytes Trl regulateurs par rapport k celle prdsente chez un sujet sain, c'est-a- 
dire non atteint par ladite maladie^ 
5 Le proc6d6 de pronostic ou de diagnostic in vitro d'une maladie auto- 

immune ou inflammatoire presente l'avantage majeur d'etre rapide et efficace, et de 
pouvoir etre effectue par exemple a partir d'un pr61evement sanguin effectu6 chez 
un sujet atteint ou susceptible d'etre atteint de ladite maladie. Ainsi, les methodes 
invasives ou qui necessitent une hospitalisation peuvent etre 6vit6es. 
10 L'invention a encore pour objet un proc6d6 d'enrichissement en 

lymphocytes Trl regulateurs presents dans un 6chantillon biologique comprenant 
des lymphocytes, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
a) identifier les lymphocytes Trl regulateurs par le proc6de d' identification selon 
l'invention ; et 

15 b) eliminer dudit echantillon une part significative des lymphocytes ne presentant 
pas simultan&nent lesdites molecules. 

Parmi les proced^s qui peuvent etre mis en ceuvre dans le procede 
d'enrichissement selon la presente invention, on prefere un procede mettant en 
oeuvre un trieur de cellules base sur la reconnaissance simultanee desdites 

20 molecules, comme notamment un cytometre de flux capable de trier et de s£parer 
toute cellules presentant simultanement les molecules dont on cherche a determiner 
la presence a leur surface. 

Toutefois, le procede d'enrichissement selon l'invention peut egalement Stre 
mis en oeuvre autrement que par cytom6trie flux. En effet, l'enrichissement des 

25 lymphocytes Trl, notamment par exemple les lymphocytes Trl identifies selon le 
procede d' identification de l'invention par l'expression k lew surface des molecules 
CD3, CD4, CD 18 et CD49b (CD3+CD4+CD18brightCD49b+) k partir d'une 
population lymphocytaire peut se realiser k Paide de billes magnetiques suivant 
deux etapes : la premiere etape permettra de depleter de la population totale a l'aide 

30 de billes magn6tiques adsorbees par un anticorps anti-Ig de souris les cellules 
marquees par les anticorps de souris anti-CD8, anti-CD 14, anti-CD56 et anti-CD 19 
humain. En effet, les cellules Trl n'expriment pas les molecules CD8, CD 14, CD 56 
et CD19 humaines. La deuxieme etape est une selection positive des cellules 
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exprimant CD49b (CD49b+) par un marquage des cellules enrichies par un 
anticorps de souris anti-CD49b humain et selection positive des cellules marquees 
par billes magnetiques adsorbees par un anticorps anti-Ig de souris. Les mefhodes 
de separation cellulaires par billes magnetiques et cytometric de flux peuvent se 
5 complementer pour la purification de lymphocytes Trl, par exemple ceux identifies ' 
par 1' expression CD3+CD4+CD18brightCD49b+. Par exemple par une selection 
positive par billes magnetiques des cellules exprimant CD4 (CD4+) puis detection 
en cytometric de flux des molecules CD3, CD18 et CD49b ou bien selection 
positive par billes magnetiques des cellules exprimant (CD3+) puis detection en 

10 cytometrie de flux des molecules CD4, CD 18 et CD49b ou bien encore selection 
positive par billes magnetiques des cellules exprimant (CD49b+) puis detection en 
cytometric de flux des molecules CD3, CD18 et CD49b. Une telle procedure est 
egalement applicable a la detection des autres molecules du procede d' identification 
selon l'invention (CD1 1 a, PSGL-1, PECAM-1, alphaWbeta3,. . .). 

1 5 Selon un autre aspect, Pmvention a pour objet rutilisation d'une population 

enrichie en lymphocytes Trl regulateurs par un procede d'enrichissement selon 
l'invention pour la fabrication d'un medicament destine k prevenir et/ou a traiter 
une maladie auto-immune ou inflammatoire telles que celles citees ci-avant. 

De preference, l'utilisation selon la presente invention est caracterisee en ce 

20 que les lymphocytes Trl regulateurs sont administres au niveau d'une zone 
d'inflammation. 

Dans la presente demande, par zone d'inflammation ou inflammee on definit 
une zone- presentant une accumulation de fluides, de proteines de plasma, de 
cellules immunitaires, de substances telles que des proteines, laquelle accumulation 
25 est due k une blessure locale, une infection, une blessure immunitaire locale. 
L'inflammation pourra Stre episodique ou chronique. 

De maniere encore plus preferee, I'utilisation selon la presente invention est 
caracterisee en ce que les lymphocytes Trl regulateurs sont administres avec un 
antigene capable d'activer in vivo lesdits lymphocytes. 
30 Ainsi, les lymphocytes Trl regulateurs presents au niveau de la zone 

d'inflammation pourront etre actives in vivo par ledit anigene. 

Selon un autre mode de realisation, on administre les lymphocytes Trl 
regulateurs prealablement actives in vitro ou in vivo. 
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Enfin, ^invention concerne aussi une methode de traitement d'une maladie 
auto-immune ou inflammatoire comprenant Petape d' administration a uh patient 
d'une population enrichie en lymphocytes Trl regulateurs par un proced6 
5 d'enrichissement selon rinvention. 

Les legendes des figures et exemples qui suivent sont destinies a illustrer 
rinvention sans aucunement en limiter laport6e. 

10 LEGENDES DES FIGURES 

Figure 1 ; Caracterisation des cellules T CD4+CD18 br,ght CD49b + comme 
cellules Trl chez la souris. 

A) Analyse par FACS des cellules T CD4+CD18bright CD49b+ k Paide des 
1 5 anticorps anti-CD4, anti-CD 1 8 et anti-CD49b. 

B) Profil de production des cytokines des cellules T CD4+CD18bright 
CD49b+. 

C) Mesure de la proliferation de cellules T CD4+ cultivees seules (controle) 
ou en co-culture separe par une membrane permeable avec des cellules 

20 CD4+CD1 8bright CD49b+ ou CD4+CD1 8int pendant 48 heures 

D) Etude de Pepaississement de 1'oreille suite k ^application epicutanee de 
Phaptene oxazolone chez la souris et suite a Pinjection de cellules T 
CD4+CD18brightCD49b+ et chez des souris traitee par Phaptdne mais non 
inject^es. 

25 E) Etude de la proportion de lymphocytes T CD4+ dans le colon chez les 

souris auxquelles k et6 induite une inflammation chronique de Pintestin et injectees 
ou non par des cellules T CD4+CD18bright CD49b+. 

Figure 2: Caracterisation des cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + conune 
cellules Trl chez Phomme. 

30 A) Analyse par FACS des cellules T CD3+CD4+CD18brightCD49b+ a 

l'aide des anticorps anti-CD3, anti-CD4, anti-CD 18 et anti-CD49b. 

B) Profil de production des cytokines des cellules T CD4+CD18bright 
CD49b+. 
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C) Analyse comparative par FACS des populations de cellules T 
CD3+CD4+CD18brightCD49b+ presentes dans le sang des sujets sains et de 
patients atteints de la maladie de Crohn. 

D) Etude comparative par FACS des populations de cellules T 
5 CD3+CD4+CD18bright et CD4+CD25+ pr6sentes dans le sang des sujets sains et 

de patients atteints de la maladie de Crohn (analyse par cytometric de flux). 
Figure 3 : Les cellules Trl migrent pr^ferentiellement vers le colon inflamme 

A-B) les souris scid CB-17 restaurees avec des cellules T CD4 + CD45Rb hi 
ont 6t6 traitees quatre semaines plus tard avec 5 x 10 5 clones de cellules T Trl 

10 (Trl l:N10-7 et Trl-2:A-10-9), Thl (N12-8) et Th2 (N4-9) comme indique. Les 
souris ont soit 6t6 nourries avec de POVA dans leur eau potable (100 ng/ml) (A) ou 
non nourries avec de TOVA (B). Une semaine plus tard, les souris ont ete sacrifices 
et les cellules presentes dans le colon et les ganglions lymphatiques m6senteriques 
(MLN) k partir de chaque groupe de 5 souris ont 6t6 combinees. La presence de 

15 cellules CD4 + KJ-1,26 + a ete analysee par cytometric et les resultats indiques sur les 
quadrants. Les resultats repr6sentent une experimentation representative sur 4 
employant des populations de cellules T Trl, Thl ou Th2 ou des clones de cellules 
T, A-10-1 1, N-10-1 1 pour cellules T Trl, N-12-4 et N-4-12 respectivement pour les 
clones de cellules T Thl et Th2. 

20 C) les souris scid CB-17 ont 6t6 restaurees avec des cellules T 

CD4 + CD45RJ3 hi et traittes avec un clone Trl (Nice-2, 4xl0 5 .cellules/souris) au jour 
0. Un groupe de souris (1 et 3) n'a pas et6 nourri avec de TOVA alors que Tautre 
groupe de souris (2 et 4) a et6 nourri avec de POVA dans son eau potable. Huit 
semaines plus tard, les souris ont 6te sacrifices et leurs colons examines par 

25 histologie (groupes 1 et 2). La presence de cellules Trl a 6t6 analys6e par 
immunoMstochimie en utilisant un anticorps KJ-1,26 biotinyl6 (groupes 3 et 4). 
Une inflammation elevee a 6t6 detectee dans les colons des souris qui n'ont pas ete 
nourries avec de TOVA (1,3) alors qu'une activation specifique des clones Trl 
inhibe l'inflammation (2,4). En depit de l'absence d'OVA, de nombreuses cellules 

30 KJ-1,2^ ont et6 detect^es dans les colons inflamm6s (groupe 3). Des resultats 
.similaires ont ete obtenus dans d'autres experimentations employant les memes ou 
differentes populations ou clones Trl. 

Figure 4 : la migration de cellules Trl est antigene-independante. 
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A) Les cellules infiltrant le colon inflamme des souris scid CB-17 
reconstituees avec cellules T CD4 + CD45Rb hl ont ete recuperees quatre semaines 
apres reconstitution. Ces cellules contenant un melange de neutrophiles, de 
'basophiles et de lymphocytes ont ete marquees par de la calceine fluorescente, AM. 
5 10 6 de ces cellules fluorescentes (barres grises) ont 6t6 co-injectees par voie 
intraperitoneale avec 10 6 cellules Trl (barres noires) marquees avec CMTMR 
orange dans les souris scid C.B.-17 reconstituees quatre semaine auparavant avec 
des cellules T CD4 + CD45RB hl . Des experimentations similaires ont 6t6 ex£cutees 
avec des cellules T CD4 + isolees a partir d'un colon inflamme de 4 semaines (barres 
10 blanches). Vingt-quatre heures plus tard, le contenu cellulaire du c61on inflamme 
des groupes de deux souris a ete examine par cytometric. Des histogrammes 
montrent le nombre absolu de cellules fluorescentes recuperees par million de 
cellules totales acquises, Les r6sultats representent une experimentation 
representative sur 3 . 

15 B) Les taux de nombres absolus de cellules fluorescentes Trl r6cup6r6es 

par rapport au nombre total de cellules fluorescentes recuperees sont representes 
pour chaque organe analyse. 

Figure 5 : les cellules Trl migrent en direction des oreilles inflammees. 

A) Cinetique de la sensibilite de contact a Poxazolone. Les souris BALB/c 
20 ont 6t6 traitees avec l'oxazolone (1 mg/oreille) au jour 0, 1 et 2. Le gonflement de 

Poreille trait6e a l'oxazolone (■) a ete compare a Poreille traitee avec le v6hicule 
de controle pendant 22 jours. 

B) Analyse histologique de Poxazolone ou des oreilles traitees avec le 
vehicule (grossissement X40) comme indiqu6. 

25 C-E) La migration in vivo des cellules Thl, Th2 et Trl. Les cellules T 

Trl, Thl et Th2 ont ete respectivement marquees avec le bleu de calceine, PAM et 
le CMTMR orange et co-inject6es chez les souris BALB/c traitees 5 jours 
auparavant avec de Poxazolone. Vingt-quatre jours plus tard, le contenu des 
lymphocytes T fluorescents des oreilles traitees a Poxazolone, des ganglions 

30 lymphatiques drainants et des rates a 6te analyse par cytometric, comme represente 
en C. Les experimentations ont 6t6 ex6cut6es avec un clone Trl (A- 10-11, 
premieres barres noires) ou des populations de cellules T Trl (deuxiemes barres 
noires), Thl et Th2 comme indiqu6 (D) - Nombres absolus de cellules Trl, Thl et 
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Th2 mesures dans les oreilles inflamm6es, les ganglions lymphatiques drainants et 
les rates par 10 6 6v6nements acquis. Les resultats representes sont des moyennes de 
groupes de 4 k 10 souris. (E)- Les taux de nombres absolus de cellules fluorescentes 
Thl, Th2 ou Trl par rapport au nombre total de cellules fluorescentes r6cup6r6es 
5 sont representes pour chaque organe analyse. 

Figure 6 : les cellules Trl ont affiche un arret ferme accru sur des cellules 
endoth&iales vasculaires activees dans des conditions de flux. 

A) Deux colorants fluorescents diff6rents ont 6t6 utilise dans cette etude : 
calcine, AM et CMTMR orange pour marquer des cellules Thl et Trl. Les cellules 

10 ont et6 m61angees en nombre egal et perfusees dans une chambre d'ecoulement sur 
une lign^e cellulaire endotheliale murine activSe par TNF-a, SVEC4-10 a un debit 
de 2 dyn/cm 2 pour 1 5 min. Le nombre de cellules fermement arretees a ete quantifie 
en 10 champs ind6pendants. Les resultats representent la moyenne ± SD de cinq 
mesures ind^pendantes pour deux clones et deux populations dans chaque groupe. 

1 5 Les cellules ont ete marquees indifferemment avec les diffi&rents colorants et des 
resultats similaires ont ete obtenus. 

B) Champ typique repr6sentant des cellules Thl marquee par la calceine 
verte et des cellules Trl marquees par le CMTMR orange fermement arretees sur la 
lign6e cellulaire endotheliale murine activ6e par TNF-a, SVEC4-10, grossissement 

20 XI 0. 

Q Pour les clones de cellules T humaines, une feime adhesion a ete 
analys6e sur la lignee cellulaire endotheliale murine activ6e par TNF-a EA en 
employant la meme procedure exp&imentale que ci-dessus. Plusieurs clones ont 6t6 
utilises, respectivement JDV 15, BJF 308 et BJF 161 pour les clones Trl et JDV305 
25 BJF180 et HAT203 pour les clones Thl. Les resultats representent une 
experimentation sur 4 r6sultats similaires. 

Figure 7 : mecanismes pour Tadhesion accrue des cellules Trl sur 
V endothelium active 

Le test d' adhesion sxar la chambre d'ecoulement avec un taux de 2 dyn/cm 2 a 
30 ete utilise pour dissequer les mecanismes d' adhesion Trl. Le roulement et 
Padhesion ont 6te compares pour les cellules Thl et Trl respectivement avec de 
PAM calcdine et le CMTMR orange. Les resultats representent une moyenne ± SD 
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d'une experimentation representative pour deux clones et deux populations pour 
chaque groupe. 

A) Les ev6nements de roulement des cellules Thl et Trl sur la lignee 
cellulaire endothelial SVEC4-10 activ6e par TNF-a (EC) ou sur des lames 

5 recouvertes de la molecule P-seiectine recombinante ont ete comptes apres 
enregistrement video de 9 champs differents. Une experimentation sur cinq. 

B) L'adhesion ferme des cellules Thl et Trl a et6 analysee sous flux sur 
des lames recouvertes de recombinant ml CAM- 1 ou mVCAM-1. Une 
experimentation sur trois. 

10 C) Effets inhibiteurs des chaines de Tintegrine mAb anti-p2, anti-pl et la 

molecule sVCAM-1 sur l'arret ferme des lymphocytes Trl et Thl sur SVEC4-10 
active par TNF-a a ete analysee sous flux. Une experimentation sur cinq. 

D) Migration inhibee par LFA-1 bloquant des cellules Trl dans les oreilles 
inflammees, Les cellules Trl ont ete traitees avec ICAM-Fc (10 jig/ml) pour 30 min 

15 a 4°C et marquees avec le bleu de calceine. Les cellules Trl non traitees ont ete 
marquees avec le CMTMR orange. Un melange de cellules Trl traitees avec 
ICAM-1 Fe non traitees ont ete co-injectees chez des souris BALB/c sensibilises 5 
jours auparavant avec de Toxazolone comme sur la figure 5. Vingt-quatre heures 
plus tard, le contenu de cellules T fluorescentes des oreilles traitees a Poxazolone a 

20 ete analyse par cytometric. Les resultats montrent les nombres absolus de cellules 
Trl mesures dans les oreilles inflammees par 10 6 evenements acquis. Les resultats 
representes sont tires de groupes de 4 souris et 'ont ete r6petes avec deux clones Trl 
differents (A10.ll et A10.9). 

Figure 8 : expression des molecules d'adhesion sur les cellules Trl. 

25 A-B) Niveaux d'expression genetique des molecules alpha L, beta 2, alpha 

V, beta 3, PECAM-1 et PSGL-1 sur des clones et populations de cellules T 
humaines et de souris Trl (barres grises), Th2 (barres blanches) et Thl (barres 
noires). Pour les clones de cellules T de souris, les resultats represented une 
moyenne de deux des trois clones differents analyses. Pour les populations de 

30 souris, deux populations differentes ont ete analysees et les resultats affichent la 
moyenne de deux valeurs. Pour les clones de cellules T humaines, trois clones Trl 
differents et un clone representatif Thl et Th2 ont ete analyses. Les valeurs sont 
exprimees en taux d' augmentation d' expression par rapport k un controle negatif et 
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repr6sentent une experimentation sur trois. Parmi les 45 genes differents codant les 
molecules d'adhdsion testes pour les cellules T humaines et de souris, seuls ceux 
pour lesquels la difference entre les cellules Trl et Thl/Th2 etait tres 61ev6e sont 
represents. 

5 O Analyse FACS des chafines de l'integrine alphaL, beta2 et PECAM-1 

sur un clone Trl de souris representatif et chaine de l'integrine alphaV sur un clone 
Trl humain representatif compart aux clones Thl et Th2 representatifs. Une 
experimentation sur deux. 

Figure 9 : L'BL-IO induit la differenciation des cellules dendritiques 
10 CDllc l0W CD45RB + 

A) Des cellules de moelle osseuse ont ete cultivees avec du GM-CSF et du 
TNF-ar en presence ou en Tabsence d'IL-10 (50 ou 500 ng/ml) comme indiqu6 
pendant 6 jours, puis activees pendant 24 h avec du LPS. Les cellules dendritiques 
de moelle osseuse ainsi gener6es ont et6 colorees avec un anti corps anti-CDllc 

15 biotinyle, puis avec un conjugue de streptavidine-peroxydase (PE). Les cellules ont 
ensuite ete conjuguees k lin anticoips anti-CD45RB couple au FITC et analysees par 
cytomdtrie de flux. Les donnees representent les r6sultats d ! une etude representative 
sur sept. 

B) Les cellules dendritiques ont ete triees en fonction de Texpression de 
20 CDllc et de CD45RB, comme indique sur la figure 11 A. Les cellules tribes 

indiquees ont 6t6 centrifug6es et color6es au May Griindwald Giemsa. 1 - cellules 
dendritiques CD1 lc low CD45RB + apres 6 jours de differenciation, 2 - cellules 
dendritiques CDllc ,0W CD45RB + apr&s activation par le LPS, 3 - cellules 
dendritiques CDllc high CD45RB~ apres 6 jours de differenciation, 4 - cellules 
25 dendritiques CD 1 1 c high CD45RB + aprfes activation par le LPS. 

C) Les cellules dendritiques obtenues apres differenciation in vitro en 
presence de GM-CSF et de TNF-a avec ou sans IL-10, ont 6t6 tri6es en fonction de 
Texpression de CDllc et de CD45RB, comme indiqu6 sur la figure 11 A. Les 
cellules trides ont ete colorees avec les anticorps marques au FITC indiques, et 

30 reanalysSes au FACS ; elles ont egaJement 6t6 stimulees par le LPS (1 jug/ml) 
pendant 24 h, color6es avec les ACm indiqu6s et r6analys6es. Les histogrammes 
hachures repr6sentent les cellules colorees avec les ACm t6moins d r isotype 
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correspondant. Les donnees representent les resultats d'une experience 
representative sur trois. 

Figure 10 : Identification des cellules dendritiques d6riv6es de TBL-IO in vivo. 

A) Des cellules dendritiques (DC) spleniques de souris BALB/c ou C57B1/6 
5 transgeniques pour TIL- 10, IL-10 v " et normales ont 6te isolees, enrichies par 

depletion cellulaire avec un cocktail d'anticorps (ACm anti-B220, Grl et CD3) et 
l'expression de surface du marqueur sp^cifique CD1 1 a ete analysee par cytometric 
de flux. 

B) Des preparations de DC enrichies par depletion cellulaire avec un 
10 cocktail d'anticorps (ACm anti-B220, Grl et CD3) ont <§te isolees de la rate de 

souris BALB/c ou C57B1/6 transgeniques pour 1TL- 10, IL-10 _/ " et normales et 
analysees pour l'expression de CDllc-cy5 et de CD45RB-PE afin de distinguer 
deux populations de DC separees. Les pourcentages dans les diff&rents quadrants 
sont indiques. Les resultats - de plus de 10 experiences - sont typiques. Aucune 
15 difference n'a et6 observ£e entre les souris BALB/c non transgeniques et les 
temoins. 

Q Les cellules CDllc low CD45RB+ (1) et CDllc high CD45RB" (3) tribes 
isolees de la rate de souris BALB/c ont et6 centrifugees et colorees au May- 
Griinwald-Giemsa..Les cellules CDllc Iow CD45RB + (2) et CD1 lc high CD45RB" (4) 

20 tribes ont egalement 6t& stimulees avec du LPS (1 jig/ml) en pr&ence de GM-CSF 
pendant 24 h, centrifugees et colorees au May-Griinwald-Giemsa. 

D) Des preparations enrichies de DC de souris BALB/c ou C57B1/6 IL-10 
Tg ou temoins ont 6t6 colorees avec du CD1 lc-cy5 et du CD45RB-PE. Les cellules 
ont ete triees au FACS en fonction de l'expression du CDllc 1ow CD45RB + ou du 

25 CDllc hlgh CD45RB" et reanalys6es comme pr6sent6. Les cellules triees ont ensuite 
6t6 colorees avec le troisieme marqueur coupl6 au FITC et analysees par 
cytofiuorometrie (Histogrammes vides). Les DC tribes ont egalement ete stimulees 
avec du LPS (1 jag/ml) en presence de GM-CSF pendant 24 h, colorees avec les 
ACm indiques et reanalysees (histogrammes pleins). Les histogrammes hachur6s 

30 representent les ACm temoins d'isotype correspondant. 

Figure 11 : Caracterisation phenotypique et s6cr6tion de cytokines du sous- 
ensemble de cellules dendritiques CDllc Iow CD45RB + /B220" 
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A) ) Pour comparer les cellules dendritiques CDllc ,ow CD45RB* aux 
cellules plasmocytoi'des prec6demment decrites exprimant faiblement le CDllc 
mais pas les marqueurs B220 et Grl, une analyse a et6 conduite sur des preparations 
de cellules dendritiques enrichies par depletion cellulaire avec un cocktail 

5 d'anticorps contenant (ACm anti-CD19 et CD3). Les cellules dendritiques isolees de 
la rate de souris BALB/c ou C57B1/6 normales ont et6 analyses pour l f expression 
de CD 1 1 c-cy5 et de B220-PE. 

B) Des preparations enrichies de cellules dendritiques de souris BALB/c 
ou C57BL/6 ont ete colorees avec le CDllc-cy5 et le B220-PE et marqu6es avec 

10 des anticorps coupl6s au FITC comme indique. Les cellules ont et6 triees en 
fonction de Texpression de CDllc Iow (X>45RB + (histogrammes pleins) ou de 
CDllc hlgh CD45RB" (histogrammes vides, lignes droites) et la coloration pour le 
troisieme marqueur a ete analys6e sur les diff&rentes populations. Les histogrammes 
hachur6s representent les ACm temoins d'isotype correspondant. 

15 C) Des preparations de cellules dendritiques isolees de souris BALB/c, 

enrichies par un cocktail d f ACm anti-CD3, CD 19, ont ete color6es avec du CD1 lc- 
cy5 et du B220-PE. Les cellules ont et6 tribes au FACS en se basant sur Texpression 
de CDllc ,ow B220 + , CDllc high B220" ou CDllc* Les cellules trides ont ensuite ete 
colorees avec le troisieme marqueur couple au FITC et analyses par 

20 cytofluorometrie (Histogrammes vides). Les cellules dendritiques triees ont 
6galement 6te stimulus par le CpG (xxx ng/ml) en presence de GM-CSF pendant 
24 h, colorees avec les ACm indiqu6s et r6analys6es (histogrammes pleins). Les 
histogrammes hachurSs representent les ACm temoins d'isotype correspondant 

D-E) Profit de cytokines des differentes sous-populatioris de cellules 

2 5 dendritiques 

D) Dans une premiere s&ie d'expSriences, les sous-ensembles de 
cellules dendritiques CDllc high CD45RB" (histogrammes vides) et 
CDllc Iow CD45RB + (histogrammes pleins) ont 6t6 tri6s en fonction de l'expression 
de CDllc et CD45RB a partir de cellules dendritiques spl6niques enrichies avec un 
30 cocktail d ! ACm anti-CD3, B220 et Grl. Les cellules CD1 lc Wgh CD45RB~ 
(histogrammes hachur6s blancs) et CDllc l0w CD45RB + (histogrammes hachur6s 
noirs) tribes ont egalement ete stimulees avec du LPS (1 fig/ml) en presence de 
GM-CSF pendant 24 h. Une RT-PCR quantitative en temps r6el a 6t6 effectuee sur 
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les differents tehantillons et comparee a un t6moin n6gatif pour chaque produit de 
transcription donne analys6. Les valeurs sont exprimtes en facteurs ^augmentation 
de l'expression par rapport k un temoin negatif et represented les moyennes ± ET 
de trois echantillons distincts. 
5 E) Une population de cellules dendritiques a egalement ete pr6paree 

avfec un cocktail contenant des ACm anti-CD3 et CD19 et trite en fonction de 
l'expression de CD1 lc et B220. Les cellules ont ete stimultes avec du LPS ou du 
CpG pendant 24 ou 48 h et le surnageant a 6te analyse comme indique, pour 
mesurer la ster6tion 6ventuelle d'IFN-a; ou d'Il-10. 
10 Figure 12 : Les cellules dendritiques CDllc ,0W CD45RB + induisent la 
differentiation des cellules regulatrices Trl in vitro. 

A) Les cellules CDllc low CD45RB + traitent et presentent TantigSne in 

vitro 

Des cellules T DO11-10 CD4 + ont 6t6 stimultes avec des DC CDllc w 
. 1 5 CD45RB" and CD 1 1 c iow CD45RB + triees en presence de peptide OVA (0.6 \xM) ou 
de prot6ine OVA (500 ou 250 jug/ml comme indique). La r6pqnse proliferative ou la 
secretion dIFN-7a ete analys^e a J3 ou 48 h aprds stimulation, respectivement. Les 
r^sultats representent la moyenne de 3 mesures et sont exprimes en ng/ml pour 
TIFN-y. Les donnees sont representatives de 2 experiences distinctes avec des 
20 resultats similaires. 

B) Analyse des cytokines secretees par des populations de cellules T 
CD4 + activees avec des cellules dendritiques triees ex vivo 

Des cellules T transgeniques DO11-10 OVA TCR "vierges" ont ete 
differenciees pendant 3 semaines avec des DC triees CDllc high CD45RB" (barres 

25 blanches) ou CD 1 lc low CD45RB + (barres noires), en presence de peptide OVA. Les 
cellules dendritiques ont 6te isoltes de souris BALB/c nonnales a differents 
rapports DC/T comme indique. Apres trois semaines de culture, les cellules T ont 
et<§ recoltees et stimulees avec des spl&iocytes BALB/c irradies et du peptide OVA 
(0,3 pM). Quarante-huit heures plus tard, les cytokines ont ete analysees par ELISA 

30 dans les surnageants de culture. Les resultats representent la moyenne de 3 mesures 
et sont exprimSs en ng/ml pour TIL- 10 et TIFN-y et en pg/ml pour TIL-4. Les 
donnees sont representatives de 5 experiences distinctes avec des resultats 
similaires. 



WO 2005/000344 



PCT/FR2004/001583 



29 

B) Cytokines secretees par des populations de cellules T CD4 + differenciees 
avec des cellules dendntiques derivees in vitro 

Les cellules dendntiques ont et6 obtenues par culture de cellules de moelle 
osseuse en presence de GM-CSF, de TNF-a et IL-10. Elles ont ensuite ete triees en 
5 deux sous-ensembles: CDllc high CD45RB" et CDllc l0W CD45RB + . Les cellules 
dendritiques triees ont 6te utilis6es pour diff£renoier des cellules T CD4+ DOl 1-10 
"vierges", dans un rapport DC/T de 1/20, en presence de peptide OVA (0,6 ^M). Au 
bout d'une semaine, les cellules T ont ete r£coltees et stimulees avec des CPA 
spleniques irradiees et du peptide OVA (0,3 ^M). Quarante-huit heures plus tard, 
10 les cytokines ont ete analyses par ELISA dans les surnageants de culture. Les 
r6sultats repr6sentent la moyenne de 3 mesures et sont exprimes en ng/ml. Les 
donnees sont representatives de deux experiences distinctes avec des resultats 
similaires. 

C) Dosage des cytokines intracellulars de cellules T DOl 1-10 "vierges" 
15 stimulees avec du peptide OVA et des DC triees CDllc low CD45RB + ou 

CDUc hisb CD45RB- 

Les cellules dendritiques CDllc low CD45RB + et CD1 lc high CD45RB*' ont ete 
isolSes de souris BALB/c normales, tribes sur FACS et mises en co-culture avec des 
cellules T DO 11 -10 "vierges" en presence de peptide OVA. Sept jours plus tard, les 

20 cellules ont ete recoltees et stimulees pendant 6 h avec des ACm anti-CD3 et CD28 
reticules. De la monensine a 6te ajoutee pendant les 4 demieres heures de culture. 
Les cellules ont ensuite ete fixees et colordes pour le dosage des cytokines 
intracellulaires par ACm sp6cifiques couples au FITC ou k la PE, comme indiqu6. 
On presente ici une experience representative sur trois. 

25 D) Fonction regulati'ice des cellules T differenciees avec des cellules 

dendritiques CDllc low CD45RB + 

Dans le compartiment infSrieur d'un syst&ne transwell, des ceUules T CD4+ 
purifiees isolees de souris BALB/c normales ont ete stimulees avec des spl&iocytes 
BALB/c irradies et des ACm anti-CD3 (barres blanches). Dans le compartiment 

30 superieur, des cellules T CD4+ differenciees par une stimulation unique avec des 
cellules dendritiques CD1 1 c loW CD45RB + ou CD1 lc hi CD45RB~ ont 6te stimulees par ' 
le peptide OVA et des splenocytes irradies. Des experiences de co-culture ont 
Sgalement £te conduites en presence d'ACm de souris anti-IL-10 (10 |ig/ml) (barres 
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hachur6es blanches), d'ACm de souris anti-TGF-0 (40 ng/ml) (barres noires) ou des 

deux (barres grises). Trois jours plus tard, le panier a ete retir6 et la rSponse 

proliferative des cellules T CD4+ spectatrices a ete mesurSe apres un pulse avec 0,5 
3 

]iCi de H-thymidine pendant les 12 demi&res heures de la culture de 72 h. Les 
5 resultats reprSsentent les moyennes ± ET de trois mesures dWe experience 
representative sur trois. 

E) La secretion d f IL-10 n'est pas requise pour la differentiation des cellules 
Trl par les cellules dendritiques CDllc hw CD45RB + 

Des cellules T DO11-10 CD4+ "Merges" ont ete differenciees pendant une 

10 semaine avec des cellules dendritiques CDllc low CD45RB + en presence ou en 
l'absence de cellules T anti-ILlOR. Au bout d'une semaine, les cellules ont ete 
r6colt6es et stimulees avec des splenocytes BALB/c irradtes et du peptide OVA (0,3 
pM). Quarante-huit heures plus tard, les cytokines ont 6te analysees par ELISA 
dans les surnageants de culture. Les resultats repr6sentent la moyenne de 3 mesures 

15 et sont exprimes en ng/ml pour HL-10 et PIFN-? et en pg/ml pour l'IL-4. Les 
donn6es sont representatives de 5 experiences distinctes avec des resultats 
similaires. De meme, des cellules T CD4+ "vierges" isolees de souris C57B1/6 ont 
6t6 differenciees avec un ACm anti-CD3 soluble et des cellules dendritiques 
CDllc ,ow CD45RB + triees isolees de souris IL-10' A ou C57B1/6. Au bout d'une 

20 semaine, les cellules ont 6t6 r^coltees et stimulees avec des splenocytes C57B1/6 
irradi6s et un ACm anti-CD3 soluble (10 jug/ml). Quarante-huit heures plus tard, les 
cytokines ont 6t6 analysees par ELISA dans les surnageants de culture. Les resultats 
represented la moyenne de 3 mesures et sont exprimes en ng/ml pour TIL- 10 et 
TIFN-7 et en pg/ml pour l'IL-4. 

25 Figure 13 : Analyse de cellules dendritiques humaines tol£ro genes (TDQ 

A) on a supprime les cellules T et B de cellules mononucleates 
periph6riques sanguines (PBMC) avec des anticorps et des billes magn&iques et la 
population restante a 6t6 analysee pour V expression de CDllc et CD4 par 
cytometric. Les carres representent les deux populations d6finies comme DC1 et 

30 DC2 par « Siegal et al, 1999, Science, 281, 1835-7 ». Un carre montre la population 
de DC toterogenes (TDC). 

B) des cellules prog6nitrices CD34+ ont 6\6 diffSrentiees in vitro avec du 
GM-CSF (800 U/ml) et de l'IL-4 (1000 U/ml) en presence ou en absence d'IL-10 
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(200 u/ml) comme indiqu£ dans Texemple 8. on a entoure les populations de TDC 
etDCl. 

Q Les cellules TDC et DC1 ont ete riees par FACS selon l'expression de 
CDllc et analyses par cytofluorometrie pour l'expression de HLA-DR, CD80 et 
5 CD86. Les resultats montrent que les TDC expriment de niveaux de ces molecules 
plus bas que les cellules DC 1 . 

D) Les cellules TDC et DC1 ont ete tri6es par FACS selon l'expression de 
CD1 lc et stimul6es par le LPS pendant 24 h. Les surnageants ont alors 6te analyses 
par ELISA pour la presence d'IL-10 et d'IL-12, 
10 Figure 14 : TDC induisent la differentiation de cellules Trl secretant de haut 
niveaux d'IL-10 

A) Analyse des cytokines secretes par les populations de cellules T CD4+ 
activees avec les cellules dendritiques triees. 

Les cellules T CD4+ humaines ont et6 stimulees pendant trois semaines 
15 avec des cellules triees allog&iiques DC1 (colonnes blanches) ou TDC (colonnes 
noires). Les DCs ont 6te isolees k partir de cultures in vitro en presence (TDC) ou 
en absence (DC1) d'IL-10 et utilisees k differents ratios DC/T comme indique. 
Apres la culture pendant trois semaines, les cellules T ont 6te rScoltees et stimulus 
avec des PBMC irradi 6s, et un anticorps monoclonal anti -CD3 (10 ^g/ml). Apres 
20 48 heures, les cytokines dans les surnageants de culture ont ete analysees par 
ELISA. Les .resultats represented les moyennes de trois determinations ey sont 
exprimes en ng/ml. 

B) Fonction regulatrice des cellules T diffSrentiees avec les TDC. 

Dans le compartiment inferieur d'un systeme transwell des cellules 
25 humaines T CD4+ purifi^es ont ete stimulSes par des PBMC irradids et un anticoprs 
monoclonal anti-CD3 (colonnes blanches). Dans le compartiment superieur, des 
cellules T CD4+ diffSrentiees avec des cellules TDC ou DC1 allog6niques conune 
indiqu6 ont et6 stimul6es avec des PBMC allogeriiques irradi6s. Les experiences de 
coculture ont aussi 6t6 mise en oeuvre en presence d'anticorps monoclonal de souris 
30 bloquant anti-IL-10 (10 |ig/ml) (colonnes hachees), anticorps monoclonal anti-TGF- 
P (40 fig/ml) (colonnes noires) ou des deux (colonnes grises). Apres trois jours, on a 
rScupere le recipient et la reponse proliferative des cellules T CD4+ a ete mesuree 
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par ajout de 0,5 fiCi de 3 H-thymidine pendant les 12 dernieres heures de la culture 
de 72 h. 

Figure 15 : Definition des CD3+CD4+CD18bright chez Thomme 

Les cellules CD3+CD4+CD18bright se dSfinissent par l'expression des 
5 antigenes CD3 et CD4 k la surface cellulaire et une intensit6 de fluorescence du 
marquage CD 18 6gale a Tintensitd de fluorescence' du marquage CD 18 retrouvee 
sur les cellules monocytaires. 

EXEMPLES 

10 

Exemple 1 : Materiel et methodes. 

MATERIEL ET METHODES POUR LES EXEMPLES 2 ET 3 
Sour is : 

Les souris BALB/c et C.B-17 scid ont ete obtenues du CERJ (Le Genest 

15 Saint Isle, France). Les souris homozygotes DO 11-10 proviennent d'un don de la 
part du Dr. S.D. Hurst (DNAX Research Institute, Palo Alto, CA). Toutes les souris 
sont des femelles ag£es de 4 a 8-semaines au d6but de chaque exp6rience. 
Anticorps, milieux et reactifs : 

Le milieu utilise pour les cultures de cellules T est du milieu Yssel conplem£rit6 

20 par 10% de SVF (Roche, Meylan, France) et 2 x 10* 5 M b2 mercaptoethanol 
(Invitrogen). L'IL-10 et l'IL-4 recombinant de souris proviennent d'un don du Dr 
R.L. Coffrnan, DNAX Research Institute, Palo Alto, CA. L'lFN-y et l'IL-12 
recombinante de souris viennent de R&D Systems. Les anticorps purifies anti-IL-4 
(11B11), anti-IL-10 (2A5), anti-IFN-y (XGM1.2) and biotinyles anti-IL-4 (24G2), 

25 anti-IL-10 (SXC1) et anti-IFN-y (R4-6A2) (Pharmingen Becton Dickinson) ont ete 
utilises pour les tests ELISA. Les anticorps monoclonaux suivants ont 6te utilises 
pour la purification et phenotypage des cellules de souris: anti-I-Ad (AMS-32.1), 
anti-CD8 (2-43), anti-CDllb (Ml/70), anti-B220 (RA36B2), FITC-anti-CD45RB 
(16A), PC5-anti-CD4 (H129-19), PE-anti-CD18 (C71/16), FITC-anti-CD49b 

30 (Hal/29), FITC-anti-clonotype Kjl-26 et des controles isotypiques couples aux 
FITC- ou PE (BD-Pharmingen, Le Pont de Claix, France). Les anticorps diriges 
contre les molecules de surface humaines sont: FITC- ou PCS- anti-CD3 (UCHT-1) 
(Caltag), PC5- ou APC- anti-CD4 (RPA-T4), PE- anti-CD18, et FITC- anti-CD49b 
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(AK-7) (BD-Pharmingen). Le peptide OVA 323 _33 9 , l'Ovalbumine et l'Oxazolone 
viennent de Sigma (Saint Quentin Fallavier, France). Le lipopeptide OVA323-339 
vient de Bachem (Voisin-le-Bretonneux, France). 
Cytometric de flux et purification cellulaire : 
5 Les cellules CD4+ de souris ont ete purifi6es comme d6ja d6crit (Groux et 

al, Nature, 1997). Les splenocytes ont ete depletes en cellules B220 + , Mac-1 + , I-Ad + , 
et CD8 + par selection negatives sur billes magn&iques adsorbCes par des anticorps 
de mouton anti-rat Ig (Dynabeads, Dynal Biotech, Oslo, NO). Les cellules restantes 
ont ete marqu6es par les anticorps FITC- anti-CD49b, PE- anti-CD18 et PCS- anti- 

10 CD4 et separees en CD4 + CD18 bright CD49b + et CD4 + CD18 int CD49b" par tri 
cellulaire sur un FACStar SE (Becton Dickinson, France). Les cellules humaines 
CD4 + CD18 blight CD49b + et CD4 + CD18 int CD49b" du sang peripheriques ont ete 
triees apres s6peration des cellules mononucl66es par centrifugation en gradient de 
Ficoll, selection positive des cellules CD4 + sur billes magnetiques anti-CD4 (Dynal 

15 Biotech) et marquage des cellules CD4+ avec les anticorps PCS- anti-CD3, PE- 
anti-CD 18 and FITC- anti-CD49b. Selon ce protocole, les populations cellulaires 
sont pures k plus de 98%. 
ELISA : 

Des Tests ELISAs ont ete utilises pour mesurer l'IL-4, l'IL-10, et l'lFN-y 
20 humaine et de souris. Les concentrations en cytokines on 6te mesurees sur des 
surnageants de cellules CD4+CD18brightCD49b+ de Balb'/c ou humaines 
(2.10 5 /puits) activCes 48h avec un anticorps anti-CD3 adsorb6 (10p.g/ml) et un 
anticorps anti-CD28 soluble (1 |-ig/ml). 
Induction de la colite inflammatoire chronique : 
25 La colite inflammatoire a 6t6 induite par rinjection intraperitoneal e k des 

souris SCID C.B-17 de 2.10 5 cellules T CD4 + CD45RB bi dans 100 \A de PBS. Un 
groupe de souris a 6t6 traits par 1.1 0 5 cellules T CD4+CD18brightCD49b+ 
provenant de souris DOl 1-10. Ces souris ont ete nourries par de Povalbumine dans 
l'eau de boisson. 5 semaines apr£s le traitement, les souris ont ete sacrifices et la 
30 proportion de cellules TCD4+ dans le colon analys6e par cytom&rie de flux, apr&s 
digestion de la muqueuse du colon par collagenase/Dispase. 
Reaction d'hypersensibilitS retard£e : 
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La reaction d'hypersensibilite retardee a l'oxazolone a 6t6 induite par 
sensibilisation des. souris au jour 0 par apllication de 25 ml d' Oxazolone k 20 
mg/ml sur la peau de l'abdomen. La reaction d'hypersensibilite retardee a ete 
ensuite rev61ee au Jour 5, par 4 |il d'Oxazolone k 4 mg/ml apliqu^e sur chacune des 
5 faces d'une oreille. 4 heures apres, 2.10 5 cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + ont 6te 
injectees par voie intraveineuse aux souris. 20 ]J d'une solution de lipopetide 
OVA323-339 a 500 jaM dilute dans l'huile d'olive.a 6t6 apliquSe aux jours 4, 5 et 6 
sur Poreille inflammatoire. L'6paississement de l'oreille a 6te mesure une fois par 
jour pendant 6 jours. 

1 0 Cultures cellulaires en Transwell : 

5.10 5 cellules T CD4+ on ete depos6es dans un puits de culture en presence 

de 4.10 5 splenocytes irradies et un anticorps anti-CD3 soluble (lOjig/ml). 2.10 5 
cellules T CD4 + CD 18^^0049^ ou CD4 + CD18 int ont ete activees de la meme 
maniere et cultivSes dans un insert Transwell (pores de 0,4jom) (Dutscher, Brumath, 
15 FR) deposes sur le puits contenant les cellules CD4+. L'incorporation de thymidine 
tritiee par les cellules CD4+ cibles a 6te mesur6e apr£s 72 heures de culture. 
MATERIEL ET METHODES POUR L'EXEMPLE 4 
Souris 

Des souris scid BALB/c et C.B-17 exemptes de pathogene specifique ont ete 
20 obtenues k partir de CERJ (Le Genest Saint Isle, France). Les souris ont et6 
maintenues dans nos installations pour animaux. Les souris scid C.B-17 ont ete 
hebergees dans des micro-isolateurs avec air filtre sterile (Rec Biozone, Margate, 
UK). Les souris femelles utilisees etaient ag6es de 8 k 12 semaines. 
Anticorps 

25 Les anticorps monoclonaux suivants ont et6 utilis6s pour la purification de 

cellules de souris : AMS-32.1, anti-lad, 2-43, anti-souris CD8, MI/70, anti-souris 
CDllb, RA36B2, anti-souris B220, 16A conjuguS FITC, anti-souris CD45RB, 
GK1.5 conjugu6 PE ou TC, anti-souris CD4, KJ-1,26 mAb biotynite ou FITC r6vel6 
par la streptavidine marquee PE, des anticorps de centrales d'isotypes conjugues 

30 FITC et PE (BD-Pharmingen, Le Pont de Claix, France). 

Les anticorps dirig6s contre les molecules d' adhesion (BD-Pharmingen) 
6taient les suivantes l'int6grine alphaV (23C6), l'integrine alphaL (M17/4), 
l'integrine beta2 (Game-46), l'integrine betal (HMpl-1) et la PECAM-1 (MEC 
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13.3). Pour P analyse d'expression de la PECAM-1, Pintegrine alphaL et Pintegrine 
beta2, la coloration a et6 r6velee par des immunoglobines anti-rat lapin couples 
FITC (Dako, Trappes, France). 
Purification des cellules et cytometric 
5 Des sous-ensembles de cellules T CD4 + ont 6t6 purifies a partir de rates de 

souris comme decrit prScedemment (Groux and all, 1997). En bref, les cellules ont 
ete reduites de cellules B220 + , Maol + , I-Ad + et CD8 + par une selection negative 
utilisant les Dynabeads recouverts d'anti-rat chez le mouton (Dynal, Oslo, 
Norvdge). Les cellules restantes ont ete marquees par des anti-CD45RJB (25 |ig/ml) 

10 conjugues avec des FITC et des anti-CD4 (10 ng/ml) conjugues avec des PE et 
separees en fractions de CD4 + CD45RB hi et CD4 + CD45RB l0 en tri de deux couleurs 
sur le FACStar SE (Becton Dickinson, France). Toutes les populations etaient pures 
a plus de 98% apres nouvelle analyse. Pour Y analyse des cellules T infiltrant le 
colon, des portions de c61ons ont 6t6 stimulees et digerees par collagenase (Life 

15 Technologies, Cergy Pontoise, France) pendant 2h k 37°C. Des cellules ont ete 
reduites de cellules B220 + , Mac-1 + , I-Ad + et CD8 + par une selection negative 
utilisant les Dynabeads recouverts d'anti-rat chez le mouton. Les cellules T ont 
ensuite et6 analysees par cytometrie avec un Tricolor anti-CD4 et KJ-l,26mAb 
marque par FITC. Pour 1' analyse des cellules de ganglions lymphatiques 

20 m£sent6riques (MLN), des ganglions lymphatiques m&enteriques combines ont 6t6 
stimules et les cellules analys6es par cytometrie avec un anti-CD4 mAb marque par 
des FITC et un KJ-1,26 mAb biotynile revele par la streptavidine PE. Pour les 
etudes de migration, apres digestion par collagenase, les cellules CD4 + du cdlon ont 
6t6 tri6es en utilisant de l'anti-CD4 conjugu6 avec du PE. Afin de r&uperer les 

25 lymphocytes des oreilles inflammfes, les oreilles ont legdrement et6 immergees 
dans du PBS DC. Des morceaux de tissus ont ensuite 6t6 lav6s une fois avec du PBS 
IX et digeres pendant 30 minutes a 37°C avec de la Trypsine EDTA dans la 
Solution saline equilibree de Hank (toutes deux de Life Technologies). Les tissus 
traites a la Trypsine ont 6t6 laves avec 1 mg/ml de dispase de collagenase pendant 1 

30 heure a 37°C .sous agitation constante. Les suspensions cellulaires ont ete lavees 
dans du PBS DC et les surnageants contenant des lymphocytes ont 6t& r^cuper^s. 
Les cellules T 
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Les clones de cellules T de la souris ont 6te obtenus k partif de souris DOl 1- 
10 apr&s differentiation in vitro comme decrit prec6demment (Groux and all, 1997). 
Les cellules KJ-1,2^ CD4 + naives (MEL-14 hngnt ) ont et6 stimulees de maniere 
r6petee avec du peptide d'OVA 323-339 chaque semaine pendant 3 semaines, en la 
5 pr6sence de l'IL-4 et l'anti-IL-12, l'IL-12 et l'anti-IL~4 ou 1'H^IO respectivement 
pour les cellules Th2, Thl ou Trl. Des populations differenciees de trois semaines 
ont 6te utilisees au cours de r etude. Afin de g&ierer des clones de cellules T, les 
diffSrentes populations de cellules T ont et6 clonees a une cellule/puits par 
cytometric (FACS vantage SE, Becton Dickinson) et stimulees par des spl&iocytes 

10 irradies (4500 rad) et du peptide d'OVA. Les clones ont ensuite ete dilates et 
analyses pour la s6cr6tion de cytokine apres activation avec les APCs et la peptide 
d'OVA. Les clones s61ectionn6s ont ensuite &t& stimules avec des splenocytes 
irradies et du peptide d'OVA toutes les 2 semaines et un peu plus dilates avec de 
l'IL-2 (R&D system, Minneapolis, MN, 10 ng/ml. Les clones des cellules T ont ete 

1 5 utilises au moins 10 jours apres la demiere stimulation. 

Les diff&rents clones de cellules T JDB humaines ont et6 d6crits 
pr6c6demment (Groux and all, 1997) et obtenus apres stimulation MLR en la 
pr6sence ou Fabsence d'IL-10. Les autres clones de cellules T utilises ont 6t6 isoles 
a partir de biopsies cutan6es telles que decrites (Lecart and all, J Invest Dermatol. 

20 2001 Aug;117(2):3 18-25.). 
Les dosages de cytokine 

Les tests ELISA sandwich ont ete utilises pour doser les IL-4, IL-10 et IFN- 
y humains et de souris comme decrit pr6c6demment (Groux and all, 1997). 
Induction de la maladie inflammatoire des intestins 

25 L'IBD a et6 induite chez des souris ^scid CB-17 avec des cellules T 

CD4 + CD45RB hI inject^es par voie intra peritoneale dans 100 \x\ de contenant PBS. 
Le contr61e de l'inflammation a 6te fourni par injection de 2xl0 5 cellules T 
CD4 + CD45RB l0 ou diffSrentes cellules T specifiques d'OVA comme indique. 

30 Examen au microscope des colons 

Des colons ont et6 retires de souris et fix6s dans du PBS contenant 10% de 
formaldehyde. 6 mm de sections avec inclusion de paraffine ont ete coupees et 
color6es avec de l'h6matoxyline et de l'eosine. Les tissus ont ete evalues semi- 
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quantitativement de 0 k 5 de maniere anonyme. Une cote 0 6tait attribu6e quand 
aucun changfement n'6tait observe. Les changements associes de fa<?on typique avec 
les autres cotes se presentent comme suit: cote 1, infiltrats disperses de cellules 
inflarnmatoires des muqueuses, avec ou sans hyperplasie epitheliale minimale ; cote 
5 2, infiltrats de cellules inflarnmatoires benins disperses k diffus, s'etendant parfois 
dans les sous-muqueuses et associes avec les erosions, avec une hyperplasie 
epitheliale minimale k b&nigne et une depletion de mucine minimale a benigne des 
cellules caliciformes ; cote 3, infiltrats de cellules inflarnmatoires b6nins k mod6r6s 
qui 6taient parfois transmuraux, souvent associes k l'ulc&ration, avec une 

1 0 hyperplasie epitheliale et une depletion de mucine moderSes ; cote 4, infiltrats de 
cellules inflammatoire marques qui etaient souvent transmuraux et associes a 
Pulceration, avec un hyperplasie epitheliale et une depletion de mucine marquees ; 
et cote 5, inflammation transmurale marqu6e avec ulceration aigue et perte des 
glandes intestinal es. 

1 5 Immuno-histochimie 

Des portions de c61ons ont ete congelees dans du nitrog6ne liquide et stockes 
k — 70°C. 5 jam des sections congelees ont 6te couples et collies sur lames de verre. 
Elles ont ete completement s£chees k temperature ambiante pendant 1 heure et 
fix6es dans l'acetone a 4°C pendant 15 min. Des sections ont ete colorees par une 

20 technique immunoenzymatique §mployant un systfeme de p6roxydase-avidine- 
biotine. En bref, des sections ont ete lav6es dans du PBS pendant 5 min. Puis les 
sections ont 6te saturees avec de la biotine et de l'avidine (Vector) selon les 
instructions du fabricant et incubees avec de la biotine KJ-1,26 ou Pisotype de 
controle. Apr£s avoir 6te lavees pendant 5 min dans du PBS, les sections ont ete 

25 incubees avec de la peroxydase-streptavidine. Apres un dernier lavage, la 
peroxydase a ete d6velopp6e par le kit de coloration de vecteur DAB (Vectastain, 
Vector), qui donne une couleur marron. 
Colorations fluorescentes 

DiffSrentes colorations ont ete utilisees dans cette etude a partir de Sondes 

30 Moieculaires (Molecular Probes, -J Eugene OR, USA). La calceine bleue est un 
marqueur bleu fluorescent avec excitation k 322 nm et emission &435nm; le 
diacetate de fluoresc^ine fluorescente verte est un marqueur fluorescent vert avec 
excitation a 522 nm et Emission k 529 nm, la calceine AM est un marqueur 
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fluorescent vert avec excitation k 494 nm et emission a 517 nm ; la t6tramethyl 
rhodamine fluorescente orange est un marqueur fluorescent rouge avec excitation k 
541 nm et emission k 567 nm. Les cellules T ont et6 marquees au milieu avec 
differentes sondes (1 \xg/m\) pendant 30 min k 37°C dans l'obscurite et nettoyees 
5 trois fois avant utilisation. 

Etudes de flux in vitro et chambre d'ecoulement 

La lignee de cellules endotheiiales de la veine ombilicale humaine 
transformee EA hy926 a ete aimablement fournie par le Dr Edgell (University de 
Caroline du Nord, Chapel Hill, N.C.) et mise en culture dans du DMEM (Life 

1 0 Technologies, Cergy Pontoise, France) additionne d'un supplement de 20% de FCS. 
La lignee de cellules endotheiiales murine transformee SVEC4-10 a et6 achetee a 
ATCC et mise en culture avec du DMEM additionne d'un supplement de 10% de 
FCS. La chambre d'dcoulement a 616 achetee chez Immuneties (Cambridge, MA). 
Elle a et£ con£ue pour permettre un ecoulement laminaire stabilise entre 0,1 et 

15 2 dyn/cm 2 . Les cellules T a une concentration de 1 x 10 6 dans du HBSS (Life 
Technologies) additionne d'un supplement de 1 mM de CaCl2 et MgCl2 ont ete 
perfusees k travers la chambre sur une monocouche de cellules endotheiiales 
employant une pompe-seringue de prelevement (Harvard Apparatus, Boston, MA). 
Dans la plupart des experimentations, les differentes lignees de cellules T ont ete 

20 marquees de manidre fluorescente, lavees trois fois, puis meiangees et perfusees sur 
la lignee de cellules endotheiiales murine SVEC4-10 ou la lignee de cellules EA 
humaines pendant 15 min. Le medium a 6te perfuse pour retirer les lymphocytes qui 
n' adherent pas fermement avant quantification sur 10 champs aieatoires de 
0,65 mm 2 avec objectif 10X. Pour des etudes sur P inhibition, le recombinant soluble 

25 mVCAM-1, les chines d'integrine anti-betal et anti-bet a2 ont ete utilises k 
10 fig/mml et incubes avec des cellules k +4°C, 30 minutes avant l'essai. Les 
chimeres recombinantes mICAM-1 Fc, les chimeres recombinantes mVCAM-1 Fc 
et les chimeres recombinantes en seiectine mP Fe ont ete recouvertes k 2 p-g/rnl 
(R&D systems). Pour les etudes sur le roulement, les cellules perfusees ont ete 

30 surveillees par enregistrement video et les cellules mobiles ont ete comptees sur 9 
champs distincts pour chaque sous-ensemble de cellules T fluorescentes. 
Tests de migration in vivo 
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Les lymphocytes T ont d'abord 6t6 marques par des colorants fluoresceins. 
Les cellules Thl, Th2 et Trl ont ete incubtes k une concentration de 2,10 6 
cellules / ml dans du PBS IX et marquees soit avec 1 |ag/ml de calceine, AM ; 
2|j.g/ml de CMTMR orange ou 2 fag/ml de bleu de calceine, pendant 30 minutes 
5 &37°C. Les cellules ont ensuite et6 lavees deux fois dans du PBS DC (Life 
Technologies). Les suspensions cellulaires fluorescentes ont ete mdlangees. Les 
souris ont re9U par voie intraveineuse 100 pi de PBS IX contenant 1 million de 
chaque population de cellules. Vingt-quatre heures apres le transfert de cellules, la 
distribution de tissus de cellules fluorescentes a ete analysee par cytometric sur un 

10 appareil FACS SE (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France). Afin d'analyser 
de maniere specifique les cellules T inject6es, 1' acquisition de FACS a ete effectuee 
sur une porte definie sur des parametres SSC-FSC (SSC pour side light scatter ; et 
FSC pour forward light scatter) de cellules fluorescentes mdlangees prelevees avant 
le transfert de cellules. Le nombre de Thl, Th2 ou Trl dans chaque organe a ete 

15 evalu6 pour un total de 10 6 cellules acquises. Pour le blocage de la LFA-1, la 
chimfre ICAM lFc (R&D systems) a 6t6 utilis6 k 10 |ig/ml pendant 30 min a +4°C, 
avant 1' injection de cellules. 
Sensibilite de contact a Poxazolone 

La sensibilite de contact k l'oxazolone (Sigma, L'Isle d'Abeau, France) a 6te 

20 ex6cut6e en appliquant 20 ^1 d'une solution d'oxazolone de 50 mg/ml dans de 
Fhuile d'olive/acetone (4:1, vohvol) de maniere epicutanee siir l'oreille droite une 
fois par jour pendant trois jours. L'oreille gauche n'a re<?u que le vehicule. 
L'epaisseur de l'oreille a et6 surveillee chaque jour. 
Chimiotactisme in vitro 

25 Avant la migration, les cellules Thl et Th2 ont d'abord 6t6 marquees par la 

calc&ne, AM et CMTMR orange comme d6crit pr6cedemment. Les cellules Trl 
sont restees non marquees. 10 s des cellules de chaque population dans 150 |al de 
RPMI chauffiS, 20 mM Hepes, 1% de FCS (tous de Life Technologies) ont ete 
appliqu^es dans un insert entre puits de pores de 5 \xm (Corning Costar, Brumath, 

30 France). Seulement 600 \x\ de medium de migration ou contenant SDF-1/CXCL12 
(Prepotech, Rocky Hill,NJ), Mig/CXCL9 ou SLC/CCL21 (R&D systems) ont et6 
distribu£s dans la chambre inf&rieure, k cot6 de 1'insert entre puits. Apres 3 heures a 
37°C, les cellules qui ont migr6 en direction de la chambre inf<6rieure ont et6 
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recoltees et la migration differentielle de chaque population de cellules a 6te 

analysee par cytom&rie. 

Test RT-PCR quantitatif en temps r6el 

L'ARN total a 6t6 pr6par6 en employant du TRIZOL (Life Technologies) et 
5 tout ADN chromosomique contaminant potentiel a ete digere par la DNase 1 selon 
les instructions du fabricant (Gene Hunter, Nashville, TX). Puis, TARN a ete 
transcrit a l'inverse en employant obligo(dT)12-18 et la transcriptase inverse de 
Superscript II (Life Technologies). Le PCR quantitatif en temps r6el a 6t6 execute 
avec la trousse de r6actifs PCR vert SYBR dans les plaques a microtitration 

1 0 speciales des 96 puits optiques (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) dans un 
Systeme de detection de sequence ABI PRISM 5700 (Applied Biosystems), selon 
les instructions du fabricant. Des signaux de fluorescence ont 6te generes au cours 
de chaque cycle PCR par incorporation directe de TADN double brin vert SYBR 
afin de foumir une information PCR quantitative en temps reel. Les amorces 

1 5 (MWG Biotech, Ebersbert, Allemagne) ont et6 conges pour mesurer les jonctions. 
exon-intron afin de pr^venir ^amplification d'ADN genomique et pour obtenir des 
amplimSres entre 100 et 150 bp afin d'accroitre l'efficacite de ^amplification par 
PCR. Toutes les amorces ont 6t6 utilises dans des conditions qui ont prevenu la 
formation de dimferes et l'exactitude des produits amplifies a 6te testee par 

20 61ectrophorese et les cartes de digestion par enzymes de restriction. Tous les ADNc 
ont et6 titr6s sur la valeur de P expression moyenne de 4 genes domestiques 
diff&rents. Les conditions PCR etaient de 10 min k 94°C, 40 cycles de 30 s k 94°C, 
30 s a 60°C et 30 s k 72°C pour chaque amplification dans un volume final de 20 yl. 
L' expression de genes cibles a et6 mesuree aprSs normalisation des concentrations 

25 d'ARN avec 4 gdnes domestiques differents et les valeurs sont exprimees en 
expression accrue au-dessus d'un contr61e negatif. 

Exemple 2 : Caracterisation des cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + T comme 
cellules Trl chez la souris. 

Analyse FACS des cellules T CD4 + CD18 bHg,,t CD49b + h partir d'un Schantillon 
30 biologique de spl^nocytes murins. 

Des splenocytes de souris BALB/c ont ete marques avec des anticorps' anti- 
CD3 FITC-conjugu6s, des anticorps anti-CD4 PC5-coiijugues et des anticorps anti- 
CD 18 PE-conjugu6s. L' analyse FACS des cellules T CD3 + CD4 + montre la presence 
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d'une population capable de surexprimer l'antigene CD18 et qui repr&ente 14% de 
la totality des cellules T CD4 + (Fig.lA). Des spl6nocytes de souris BALB/c ont 6te 
marques avec des anti corps anti-CD4 PC5-conjugu6s, des anticorps anti-CD18 PE- 
conjugues et des anticorps anti-CD49b FITC-conjugu6s. L'analyse FACS des 
5 cellules T CD4 + montre que 35% des cellules T CD18 bri8ht CD4 + chez la souris 
surexpriment Sgalement l'antigene CD49b (Fig-IB), 

Profil de production des cytokines par les cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + . 

Des cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + ont 6t6 triees par technique FACS 
apres detection CD4 5 CD 18 et CD49b des splenocytes de souris BALB/c. les 

10 cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + ont ensuite ete activees in vitro a l'aide 
d'anticorps marqu6s anti-CD3 (10 jag/ml) et d'anticorps solubles anti-CD28 (1 
Hg/ml). Les surnageants ont 6te recuperes apr&s 48 heures de culture et un test 
ELISA a ete effectue pour determiner la presence d'IL-10, d'IL-4 d'lFNy. Les 
r&ultats montrent que les cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + T pr&entent le meme 

1 5 profil de production de cytokines que celles decrites pour les lymphocytes T Trl 
(production importante d'IL-10, production d'lFNy et absence de production d'IL- 
4) (Fig.lC). 

Etude proliferative des cellules T CD4+ par incorporation de la 3 H-thymidine. 

Les cellules T triees CD4 + CD18 bri8ht CD49b + ou CD4 + CD18 bright CD49b~ et 
20 les cellules CD4 + sont mises en culture en presence de spl&iocytes irradies et 
d'anticorps soluble anti-CD3 (10 jig/ml). Les deux populations cellulaires ont 6t€ 
separees par une membrane de polycarbonate (pores de 0,4 pm). Apr6s trois jours 
de culture, la proliferation de la population totale de cellules T CD4 + a 6te mesuree 
par le biais de rincorporation de 3 H-thymidine. Ces experiences montrent que les 
25 cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + sont capables d'inhiber la proliferation des 
cellules T CD4 + en attente (bystander) selon un m6canisme dependant de facteurs 
solubles, mScanisme sp6cifique des cellules Trl (Fig.lD). 

Injection de cellules T CD4 + CD18 brlg,,t CD49b + chez des souris pr6sentant une 
inflammation de l'oreille. 

30 L'hypersensibilite retardee cutan6e a l'haptene oxazolone a 6t6 induite chez 

•les souris BALB/c par application epicutanee de l'haptene. Les souris traitees k 
T oxazolone ont ete injectSes avec des cellules T tribes CD4 + CD18 bright CD49b + a 
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partir de souris transg&iiques DO11-10 pour un TCR («T-Cell Receptor ») anti- 
ovalbumine. Les souris ont ensuite 6te traitees ou non avec le lipopeptide 
ovalbumine au niveau de l'oreille inflamm^e afin d'activer sp6cifiquement les 
cellules injectees. Le gonflement de l'oreille a et6 mesurS dans le temps k partir de 
5 l'injection cellulaire et pendant quatre jours. Les resultats montrent que les cellules 
T CD4 + CD 18^0049^ sont capables d'inhiber in vivo V inflammation cutan6e 
uniquement lorsqu'elles sont activees avec le lipopeptide ovalbumine. Ces r&ultats 
sont en correlation avec l'effet inhibiteur in vivo des clones cellulaires T Trl dans le 
meme modele pathologique (Fig.lE). 
10 Etude proliferative des cellules T CD4+ chez des souris atteintes de la maladie 
de Bowel apres injection des cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + . 

Des souris SCID ont et6 injectees avec CD4 + CD45RB high pour induire la 
maladie inflammatoire de Bowel. Un groupe de souris a egalement ete traite avec 
des cellules T triees CD4+CD1 8 bright CD49b + k partir de souris transgeniques DOl 1- 
15 10 et nourries avec de l'ovalbumine. Huit jours apres l'injection cellulaire, la 
proportion de cellules T CD4 + dans la muqueuse du colon a ete analyst par 
cytometrie de flux. Alors que les souris controle presentent une inflammation severe 
du colon et une proportion £levee de cellules T CD4 + k l'intSrieur de 1'infiltrat 
cellulaire, les souris traitSes avec les cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + sont 
20 protegees de 1' inflammation et ont une petite infiltration de cellules T CD4 + au 
niveau du colon. Ces experiences montrent qu*en tant que cellules T Trl, les 
cellules T CD4 + CD1 8 bright CD49b + sont capables de proteger les souris de la maladie 
inflammatoire de Bowel (Fig. IF). 

25 Exemple 3 : CaractSrisation des cellules Trl CD4*CD18 bright CP49b + T chez 
Phomme. 

Analyse FACS des cellules T CD4 + CD18 brig,,t CD49b + a partir d'un Schantillon 
biologique de cellules PBMC. 

Des cellules monnonucteaires de sang peripherique ont 6t6 separees par 
30 centrifugation dans un gradient de Ficoll et ont 6t6 marquees avec des anticorps 
anti-CD4 APC-conjugues, des anticorps anti-CD3 PC5-conjugu6s, des anticorps 
anti-CD18 PE-conjugu6s et des anticorps anti-CD49b FITCrConjugues. L'analyse 
FACS des cellules T CD3 + CD4 + montre la presence d'une population capable de 
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surexprimer Pantigine. CD 18 et representant 20% des cellules T CD4 + CD3 + dans le 
sang humain (Fig.2A). L' analyse FACS des cellules T CD3 + CD4 + montre que les 
cellules T CD 18 bnght CD4 + dans le sang humain surexpriment egalement Pantigdne 
CD49b (Fig.2B). 

5 Profil de production des cytokines par les cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + . 

Les cellules T humaines CD4 + CD18 bright ont ete s6par6es par tri cellulaire 
selon la technique FACS aprSs marquage CD4 et CD 18 des cellules mononucleates 
sanguines. Les cellules T CD4 + CD18 bright ont ensuite 6t6 activees in vitro avec 
Panticorps marqu6 anti-CD3 (10 |Jg/ml) et des anticorps solubles anti-CD28 (1 
10 jig/ml). Les surnageants ont ete r^cuperes aprds 48 heures de culture et un test 
ELISA a 6t6 effectue pour detecter la presence d'IL-10, d 5 EL-4 et d'lFN-y. Les 
r6sultats montrent que les cellules T humaines CD4 + CD18 bright 3 comme leurs 
homologues murins, possedent le meme profil de production de cytokine que celui 
d^crit pour les lymphocytes T Trl (production importante d'IL-10, production 

1 5 d'IFNy et absence de production d'IL-4) (Fig.2C). 

Analyse FACS comparative des cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + presentes 
chez des sujets sains et des patients atteints de la maladie de Crohn. 

La proportion de cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + dans le sang a 6t6 
compar6e entre des sujets sains et des patients atteints de la maladie de Crohn. 

20 L' analyse des cellules T CD3 + CD4 + montre, par rapport k un sujet representatif de 
chaque groupe, que la proportion de cellules T CD4 + CD18 bright CD49b + est 
diminuee chez les patients atteints de la maladie de Crohn (Fig.2D). 
Population de cellules T CD25 + CD4 + et de cellules T CD4 + CD18 bright chez des 
sujets sains et des patients atteints de la maladie de Crohn. 

25 La proportion de cellules T CD4 + CD18 bnght chez les sujets sains et chez les 

patients atteints de la maladie de Crohn correspond inversement avec celle des 
cellules T activ6es CD25 + CD4 + , comme le montre la cytometrie de flux. Les 
patients atteints de la maladie de Crohn (n=4) montrent une augmentation du 
nombre de cellules T sanguines CD25 + CD4 + et une diminution du nombre de 

30 cellules T CD4 + CD1 8 bright compare aux sujets sains (n=5) (Fig.2E). 

Exemule 4 : La surexpression d'un ieu de molecules d'adhesion sur les 
lymphocytes Trl regulateurs permet leur migration soeciflque vers les tissus 
inflammes 
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II existe maintenant une preuve incontestable d'une sous-population de 
cellules T CD4 + regulatrices qui, in vivo, module des reponses 
immunopathologiques nocives. Ces cellules ont des avantages th^rapeutiques 
potentiels pour traiter des maladies auto-immunes mais on ignore encore un grand 
5 nombre des principaux aspects de-leurs mecanismes regulateurs, particuli&rement en 
ce qui conceme leur comportement migratoire, leur site d'action exact et les voies 
moleculaires impliquees dans ces m6canismes. Dans deux modules differents 
d'inflammation, les schemas de migration des cellules Trl ont ete compare par 
rapport k ceux des cellules effectrices Thl et Th2 obtenues apres differentiation in 
10 vitro. II a ete d6montr<§ que les cellules Trl migrent de preference vers des tissus 
inflammes et tr£s peu vers des organes immuns secondaires, contrairement aux 
cellules Thl et Th2. L'analyse de tous les recepteurs de chimiokines connus n'a pas 
r6vele d'expression specifique qui pourrait expliquer la migration sp£cifique des 
cellules Trl. Cependant, dans des conditions de flux, les cellules Trl humaines ou 
15 de souris ont un arret accru sur l'endoth&ium vasculaire inflammatoire. L'analyse 
des molecules d'adhesion a r6v61e un dessin moleculaire sp6cifique sur des cellules 
Trl avec fonction et expression reguldes k la hausse de PSGL-1, LFA-1, 
alphaV/beta3 et PECAM-1. Ces resultats indiquent que les cellules Trl repr6sentent 
xan sous-ensemble de cellules T regulatrices specialises dans le controle des sites 
20 inflammatoires. 

Les cellules Trl migrent de preference vers le colon inflamme. 

Au cours d'experimentations pr6c6dentes, les inventeurs ont montr6 que les 
cellules Trl pouvaient pr6venir rinflammation dans un module de maladie 
inflammatoire des intestins (IBD) provoqu6e de maniere experimentale chez des 
25 souris scid (Groux and all, 1997 ; Groux and all, Immunol Today. 1999 
Oct;20(10):442-5). Afin de determiner le site d'action des cellules Trl in vivo au 
cours du controle de P1BD, des souris scid CB-17 ont ete r&ablies avec des cellules 
pathogenes T + CD4 + CD45RB hl pour provoquer une TED. Quatre semaines apres le 
transfert, elles ont subi des injections par intraveineuse de differentes cellules 
30 sp6cifiques Thl, Th2 et Trl d'OVA (2 x 10 6 cellules) et ont 6t6 nourries avec de 
TOVA dans leur eau de boisson, une situation au cours de laquelle on observe une 
inhibition complete de la colite avec les cellules Trl. Une semaine plus tard, les 
souris ont 6t6 sacrifiees et la presence de cellules KJ-1,26 + (cellules T sp6cifiques 
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d'OVA) a ete analys^e dans leur colon, leur rate et leurs ganglions lymphatiques 
m6senteriques. De nombreuses cellules KJ-1,26 + ont ete observes dans les colons 
inflammes des souris traitees avec les cellules Trl (Fig. 3A). Par contraste, chez des 
souris traitees avec des cellules Thl et Th2 specifiques d'OVA, il a ete detecte 
5 moins de cellules T CD4 + KJ-1,26 + parmi les cellules qui s'infiltraient dans le 
colon. L' analyse des ganglions lymphatiques mesenteriques drainants et des rates 
(non repr6sente) a revele une accumulation de cellules Thl ou Th2 alors que 
seulement quelques cellules Trl ont ete observees (Fig.3A). Des r£sultats similaires 
ont ete observes lorsque les differentes cellules T ont ete injectees au jour 0 en 
1 0 meme temps que des cellules T pathogenes CD4 + CD45RB hi T (non represente). Les 
inventeurs et d'autres (Groux and all, 1997 ; Barrat and all, J Exp Med 2002 Mar 
4;195(5):603-16) ont montre dans deux differents modeles d'inflammation que 
l'antig^ne specifique (ovalbumine) doit etre injects localement (par voie orale) dans 
le module EBD (Groux and all, 1997) ou par voie intracranienne dans le modele 
1 5 EAE (Barrat and all, 2002) pour introduire Teffet protecteur des cellules Trl, et que 
l'injection systemique de l'antig^ne (injection iv ou ip) etait inefficace. Ces resultats 
ont sugg^re que Pactivation locale de cellules Trl etait necessaire. Les inventeurs 
ont done effectue des analyses pour voir si la presence de Tantigene sur le site de 
rinflammation etait egalement requise pour la migration des cellules Trl dans le 
20 colon inflamm6. Des souris scid CB17 ont re?u des injections de cellules T CD4 + 
CD45RB hl et des cellules Trl specifiques d'OVA simultanement (Fig. 3C) ou 
quatre semaines apres reconstitution (Fig. 3B), en la pr6sence ou l'absence d'OVA. 
L'analyse des cellules Trl KJl-2^ inject6es par immxmochiinie (Fig. 3C) ou par 
cytom6trie en flux (Fig. 3B) a montr6 que les cellules Trl migrent de maniere 
25 specifique vers le cdlon inflamme meme en l'absence de leur antigene sp6cifique. 
Toutefois, P activation de 1' antigene specifique des cellules Trl a et6 necessaire 
pour declencher leur fonction r^gulatrice comme illustree par l'infiltration de 
leucocytes et l'inflammation observe chez les soxrris qui n'ont pas 6t6 traitees avec 
de l'ovalbumine, en depit de la presence de cellules Trl infiltrees (Fig. 3C). 
30 Etant donne que la migration des cellules . Trl ne dependait pas de la 

presence de leur antig&ie specifique, les inventeurs ont pu comparer leur migration 
h des cellules purifiees ex- vivo. Tout d'abord, afin de s'assurer que la migration 
accrue des cellules Trl par rapport aux cellules Thl vers le colon inflamme n'etait 
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' pas du a une migration relativement pauvre de la population de cellules Thl 
differenciees in vitro, les inventeurs ont compare la migration des cellules Trl a 
l'infiltrat ceUulaire total (80% des polynucleaires neutrophiles) ou des cellules T 
CD4 + purifiees, isoles a partir du cdlon inflamme des souris scid reconstituees avec 
5 des cellules T CD4 + CD45RB W (Fig. 4A). Les differentes populations de cellules 
ont ete marquees avec differentes sondes fluorescentes et co-injectees par voie 
intraveineuse chez des souris scid reconstituees avec des cellules T CD4 + 
CD45RB hl de quatre semaines. Vingt-quatre heures apres l'injection, la migration 
des cellules fluorescentes vers le colon inflamme a ete analysee par cytometrie en 
1 0 flux. La migration accrue des cellules Trl vers les tissus inflammes a ete confirmee 
car leur migration vers les c61on inflamme 6tait trois fois superieure a la migration 
de la population totale de leucocytes et plus de 30 fois superieure a la migration de 
cellules T CD4 + purifiees isolees a partir du colon inflamme (Fig. 4A). 
La migration specifique de cellules Trl ne se limite pas a l'intestin inflamme. 
1 5 L'injection de cellules Trl, Thl et Th2 chez des souris scid non traitees ou 

chez des souris normales BALB/c n'a pas revele de tropisme specifique des cellules 
Trl vers les tissus intestinaux normaux (donnees non representees). C'est pourquoi, 
afin d'analyser si la migration specifique de cellules Trl en l'absence d'antigene 
6tait limitee au tissu intestinal inflamme ou si elle etait specifique aux sigoaux 
20 inflammatoires presents dans tout tissu donne, les inventeurs ont constirue un 
modele d 'inflammation de la peau en appliquant de l'oxazolone d'haptene sur la 
peau de 1'oreille (Fig. 5A). L'mflammarion etait caracterisee par une infiltration de 
leucocytes (Fig. 5B) avec a la fois des cellules T CD4 + CD8 + (non representee). 

Afm d'analyser la migration des cellules T dans la peau inflammee, les 
25 cellules Thl, Th2 et Trl ont ete marquees par de la calceine fluorescente et 
inject6es 5 jours apres le traitement a l'oxazolone. De maniere similaire au modele 
IBD, les cellules Trl ont affiche une migration accrue vers 1'oreille inflammee (Fig. 
5C et D) par comparison aux cellules Thl et Th2 qui ont migre de preference vers 
les ganglions lymphatiques drainants et la rate (Fig. 5C et D). Pour chaque 
30 population, le taux de cellules dans un tissu donne par rapport au npmbre total de 
cellules recuperees peut etre pris comme une mesure de la capacite relative de ces 
cellules a se diriger vers ces organes. Ces taux different de maniere significative 
entre les quatre populations analys6es : 90% pour des cellules Trl, 60% pour des 
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cellules Thl et 30% pour des cellules Th2 dans l'oreille inflammee, et 10% pour les 
cellules Trl, 40% pour les cellules Thl et 70% pour les cellules Th2 dans les 
organes lymphoi'des (Fig. 5E). En tout, les donnees montrent que les cellules Trl 
migrent vers les tissus inflammfe et sugg£rent que la migration specialisee des 
5 cellules Trl depend des signaux inflanimatoires et n'est pas dependant des 
antig&ies ni sp6cifique aux tissus. 

Adhesion ferme des cellules Trl sur les cellules endotheliales vasculaires 
activees dans des conditions de flux 

L' adhesion aux veinules inflammees est un evenement precoce et essentiel 
10 dans le recrutement de leucocytes circulants en direction du site de Pinflammation. 
Afin d'approfondir Tanalyse des m6canismes qui entrainent la migration accrue des 
cellules Trl vers les tissus inflammes, Pinteraction entre les cellules Trl et Thl et 
les cellules endothelials activees TNF-a a ete comparee. Afin d'analyser ce 
processus, les inventeurs ont realise des experimentations dans une chambre 

1 5 d'ecoulement revetue d'une lignee cellulaire endothelial vasculaire activee TNF-a 
(SVEC4-10) et l'adhesion des cellules T au marquage fluorescent 6t6 analysee par 
images video, comme decrit pr6cedemment (Ticchioni and all, FASEB J. 2001 
Feb;15(2):341-50). En ce qui concerne les experimentations in vivo, des colorants 
fluorescents ont ete utilises pour marquer les cellules Trl et Thl de la souris. Les 

20 cellules T ont ete m61ang6es en nombre egal et perfos^es sur une monocouche de 
SVEC4-10 k un debit de 2 dyn/cm2. Les r6sultats ont montre que les cellules Trl 
avaient une capacity accrue a s'arreter sur des cellules endoth61iales vasculaires 
activees par comparaison aux cellules Thl (Fig. 6 A et B). Au cours 
d 5 experimentation similaires, les cellules Th2 ont montre un arret minimal sur des 

25 cellules endotheliales activees (non represente). 

Afin de confirmer que cette adhesion ferme aux cellules endotheliales 
vasculaires activees est une marque des cellules Trl, les inventeurs ont realise des 
experimentations en chambre d'ecoulement similaires sur des cellules humaines 
. Trl, Thl et Th2 (Tableau l)(Groux and all, 1997; Lecart and all, J Invest 

30 Dermatol. 2001 Aug; 1 17(2):3 18-25). Les cellules humaines Thl, Th2 et Trl isolees 
a partir de differents donneurs ont ete marquees par du diacetate de fluoresceine 
fluorescente verte et perfusees separement sur une lignee cellulaire transformee 
humaine prealablement activee par du TNF-a. La figure 8C montre que les cellules 
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humaines Trl affichent des niveaux sup6rieurs d'arret ferme sur des cellules 
endotheliales activ6es par comparaison aux cellules Thl et Th2. Ce r6sultat suggere 
que T accumulation de cellules Trl observe dans les tissus inflammes in vivo est du 
en partie a Padhesion accrue des cellules circulantes Trl k Tendoth&ium active. 
5 Mecanisme d'adhesion des cellules Trl. 

L'evenement prfcoce de l'adhesion a d'abord ete analyse, la phase mobile. 
Le nombre de cellules mobiles au cours de tests en chambre d'adhesion 
d'6coulement a 6te compare entre diflKrentes cellules Trl et Thl marquees a la 
calceine fluorescente. De plus grands nombres de lymphocytes Trl ont roule sur des 

10 cellules endotheliales activees par comparaison aux lymphocytes Thl (Fig. 7A). 
Etant donne que la s61ectine P est une molecule importante qui entraine le 
roulement des lymphocytes T sur des veinules inflammees in vivo (Hirata and all, J 
Exp Med. 2000 Dec 4; 192(11): 1669-76), le nombre de cellules mobiles Trl et Thl 
sur les lames recouvertes de s61ectine P a 6t6 6num6re. Les lymphocytes Trl ont 

1 5 affich6 des capacites de roulement superieures sur la selectine P par rapport aux 
cellules Thl (Fig. 7A). Le roulement accru des cellules Trl sur les lames 
recouvertes de s61ectine P est en correlation avec T expression ARNm accrue des 
PSGL-1 (P-selectin glycoprotein-ligand-1) a la fois sur les cellules Trl humaines et 
de souris (Fig. 8A et B). Ces r£sultats suggerent que la surexpression de PSGL-1 

20 sur les cellules Trl joue un role important dans la capacite superieure de ces cellules 
a migrer vers les tissus inflammes. 

Les LFA-l/ICAM-1 et VLA-4/VCAM sont des m6diateurs importants de 
Tadhesion des cellules T au cours du processus inflammatoire (Alon and all, Semin 
Immunol. 2002 Apr;14(2):93-104). Par consequent, la contribution k la fois des 

25 LFA-1 et VLA-4 a V adhesion accrue des cellules Trl k Pendothelium active a ete 
determin6e. En utilisant des tests d'adhesion de chambre d'ecoulement recouverte 
d'ICAM-l recombine comme substrat, il a 6t6 observe une adhesion accrue des 
cellules Trl a FICAM-1 par comparaison aux cellules Thl. Ces r6sultats sont en 
correlation avec ceux obtenus avec des cellules endotheliales activ6es, sugg6rant 

30 que Tinteraction LFA-l/ICAM-1 joue un role preponderant dans l'adh6sion des 
cellules Trl k V endothelium inflamme (Fig. 7B). 

Le role important de la LFA-1 dans Padh6sion des cellules Trl a 6t6 
confirme par les experimentations utilisant des anticorps bloquants de chaine 
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d'integrine anti-beta-2 qui ont inhibe P arret des cellules Trl sur P endothelium 
activ6 dans les experimentations en chambre d'ecoulement (Fig. 7C) et par des 
experimentations in vivo oil la pre-incubation de cellules Trl avec des mol6cules 
ICAM-Fc a inhibe leur migration vers les oreilles inflammees (Fig. 7D). Par 
5 contraste avec le role crucial jou6 par la LFA-1, Pinteraction VLA-4/ICAM-1 
n'apparait pas etre importante pour 1' adhesion des cellules Trl car les cellules Trl 
ne s'arretent pas sur les lames recouvertes de VCAM-1 (Fig. 7B). De plus, 
Panticorps bloquant anti-betal ou la VCAM-1 soluble n'ont pas empeche P arret des 
cellules Trl sur P endothelium active alors qu'elles ont inhibe P adhesion des 

10 cellules Thl (Fig. 7C). 

Expression de molecules d'adhesion sur des cellules Trl 

Afin d'accomplir P6tude sur les mecanismes qui expliquent la migration 
selective des cellules Trl in vivo, une analyse quantitative complete des molecules 
d'adhesion les plus connues sur plusieurs cellules Trl, Thl et Th2 humaines et de 

1 5 souris (Fig. 8A et B) a 6t6 realis6e. En accord avec les etudes fonctionnelles, il a 6te 
observ6 une surexpression des chaines aL et p2 de Pintegrine (LFA-1) ARNm sur 
des cellules Trl par comparaison aux autres populations de cellules analysees. Ce 
resultat a ete confirm^ par une cytometrie en flux alors que Pexpression de la 
membrane k la fois alphaL et beta2 a ete r6gul6e a la hausse sur les lymphocytes 

20 Trl par comparaison aux cellules Thl et Th2 (Fig. 8C). H a 6galement et6 observe 
des expressions de membrane et mARN superieures de la molecule CD31/PECAM- 
1 sur des cellules Trl (Fig. 8A et B) par comparaison aux cellules Thl et Th2 
(Fig. 8B). La molecule CD31/PECAM-1 joue un role crucial dans la diap6ddse 
(Liao and all, J Exp Med. 1997 Apr 7; 185(7): 1349-57) ; une expression plus elevee 

25 de cette moldcule sur des cellules Trl pourrait faciUter leur passage dans le 
compartiment sous-endoth61ial. Les invent eurs ont egalement trouve des 
expressions de genes et de membranes plus elevees des deux chaines de Pintegrine 
alphaV et beta3 (Fig. 8A, B et C) qui produisent une fois dimerisees un recepteur 
de fibronectine, de vitronectine et d'autres composants de la matrice extracellulaire 

30 (Huang and all, Oncogene. 2000 Apr 6;19(15):1915-23). Une expression de 
membrane plus 61evee d' alpha V a 6galement et£ confirmee sur des cellules Trl 
humaines (Fig. 8B). L'expression elev6e d'alphaV/beta3 sur des cellules Trl 
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pourrait acc£16rer leur progression du compartiment sous-endothelial en direction 
des autres compartiments cellulaires profondement au sein de l'organe inflamm6. 

Discussion 

5 Les inventeurs ont ainsi montre que des cellules Trl affichent une capacite 

accrue et selective k migrer vers des tissus inflamm6s. Cette migration specifique de 
cellules T Trl dans les organes inflammes telle qu'observ6e in vivo dans deux 
modules diffSrents ne depend pas du type de tissu, car elle est observee de la meme 
mani^re dans le colon et la peau inflammes, ni du type d'inflammation, qu'elle soit 
10 induite par des cellules T Thl CD4 + dans le modele IBD (Powrie, Immunity. 1994 
Oct; 1(7): 553-62) ou principalement par des cellules T CD8 + dans le modele irritant 
de la peau (Kehren and all, J Exp Med. 1999 Mar l;189(5):779-86 ; Bour and all, 
Acta Derm Venereol 1995 May;75(3):218-21) et ne depend pas de la presence de 
l'antigene sp6cifique. Ces resultats suggerent que les signaux inflammatoires, 
15 g6n£r6s dans la plupart des tissus et au cours de diffSrents types de reponses 
immunes, peuvent dSclencher rapidement le recrutement de cellules Trl et que, en 
correlation avec leurs capacites migratoires, Peffet inhibiteur de ces cellules se 
produit localement et de mani&re s61ective dans des tissus inflammes p6riph6riques. 
II est interessant de noter que des etudes r6centes ont indirectement confirme ces 
20 observations en utilisant deux modeles differents de transplantation : les auteurs ont 
montr6 que les cellules T regulatrices sont enrichies au sein des greffons tolerees 
par comparaison aux tissus lymphoides secondaires (Sawitzki, Transplant Proc. 
2001 May;33(3):2092-3 ; Graca, J Exp Med. 2002 Jun 17;195(12):1641-6). Ce 
tropisme selectif vers les organes inflammes p6ripheriques aide a expliquer Tun des 
25 paradoxes de la fonction de la cellule regulatrice T. En effet, il est d6sonnais 
evident que les cellules T r6gulatrices fonctionnent a travers un mecanisme de 
suppression du voisinage induite par antig&ne, ce qui signifie que les cellules T 
regulees et regulatrices doivent etre tres proches mais ne reconnaissent pas 
necessairement le meme antigene (Groux and all, 1997). De plus, plusieurs rapports 
30 ont suggerS que les cellules T regulatrices naturelles sont dirigees contre le soi ou 
les antig&nes commun&nent rencontr6s (Cong and all, J Immunol. 2002 Dec 
1;169(1 1):61 12-9). Par consequent, on peut se demander comment des mecanismes 
de protection, qui dependent de cellules T regulatrices, permettent encore le 
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developpement de reponses immunes benefiques aux pathog&ies in vivo. La 
migration pauvre de cellules Trl, par comparaison aux cellules effectrices T Thl et 
Th2, en direction des organes lymphoides secondares, ou les r6ponses immunes de 
protection commencent, peut expliquer ces observations. 
5 La migration de leucocytes du flux sanguin vers les tissus est facility par un 

processus a plusieurs phases qui, en de nombreuses occasions, implique (i) la 
capture et le roulement de leucocytes par seiectines, (ii) Tactivation rapide des 
integrines de leucocytes, (iii) l'adhesion a des ligands endotheiiaux a travers des 
integrines activees et (iv) la diap6d6se (Kubes, Semin Immunol. 2002 Apr;14(2):65- 
10 72. Review ; Springer, Cell. 1994 Jan 28;76(2):301-14. Review ; Butcher and all, 
Science. 1996 Apr 5;272(5258):60-6. Review). II a ete montre que les chimiokines 
et les recepteurs de chimiokines apportent une importante contribution k la chimio- 
attraction des sous-ensembles selectifs de leucocytes dans differents tissus 
differents mais egalement pour V activation des integrines sur des leucocytes afin 
15 d'induire un arret ferme sur les cellules endotheliales activees (Constantin and all, 
Immunity. 2000 Dec;13(6):759-69 ; Campbell, Science. 1998 Jan 
16;279(5349):381-4.). Toutefois, l'analyse de l'expression des recepteurs de' 
chimiokines sur les cellules Trl, Thl et Th2 r6vele une regulation a la baisse 
surprenante dans P expression de tous les recepteurs de chimiokine connus sur les 
20 cellules Trl, par comparaison aux cellules Thl et Th2. Cette regulation a la baisse a 
et6 confirm6e par une migration dScroissante en r6ponse aux chimiokines 
impliqu6es dans rinflammation (MIG) ou dans l'adressage vers les organes 
lymphoides (SLC et SDF-1) (Baggiolini, 1998). Ces resultats suggerent qu'aucune 
sur-expression d'un r6ceptexir particulier de chimiokines ne peut expliquer la 
25 migration specifique des cellules Trl en direction des sites inflammatoires. En d6pit 
de ce manque de sur-expression des recepteurs de chimiokines, les cellules Trl a la 
fois humaines et de souris affichent une adhesion plus elev£e sur des cellules 
endotheliales vasculaires activees par comparaison aux cellules Thl et Th2. 

Les inventeurs ont d'abord observe que les cellules Trl affichaient des 
30 capacites de roulement sur des cellules endotheliales vasculaires activees et la 
s61ectine P sous flux. II a egalement ete observe un meilleur arret ferme des cellules 
Trl sur des cellules endotheliales vasculaires activees par comparaison aux 
lymphocytes Thl. Au cours de la dissection des mecanismes d'adhesion accrue des 
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cellules Trl sur des cellules endothelials vasculaires activ6es, il a 6te observe que 
P expression de la membrane et la fonction de LFA-1 etaient r6gulees a la hausse sur 
des cellules Trl par comparaison a d'autres sous-ensembles de cellules T. 
L'importance du role du LFA-1 pour la migration specifique des cellules Trl a ete 
5 confirmee en environnement in vivo ou les LFA-1 bloquants par les molecules 
ICAM-Fc ont inhib6 la migration des cellules Trl en direction du tissu inflamme. 

En fait, une analyse complete de P expression des mol6cules d'adh&ion sur 
des sous-ensembles de cellules T CD4 + a revele que des cellules Trl sur-expriment 
un ensemble specifique de molecules d'adh6sion qui coop&rent pour induire leur 

10 migration vers les tissus abim6s, PSGL-1, LFA-1, alphaV/beta3 et PECAM-1. En 
effet, la sur-expression de PSGL-1 accroit la capacite de roulement des cellules Trl. 
II a ete montr6 que le LFA-1 est implique dans les 6tapes d'arret et d' extravasation. 
La PECAM-1 est egalement une molecule hautement impliqu6e dans l'etape 
d'extravasation et enfin, PalphaV/beta3 induit la migration des cellules au sein des 

15 tissus a travers la matrice extracellulaire (Liao and all, 1997 ; Huang and all, 2000). 
II est interessant de noter que de maniere controversee par rapport k la sur- 
expression de plusieurs molecules d'adhesion, les cellules Trl ont une capacite 
decroissante k adherer k la VCAM-1 par comparaison aux cellules Thl. Bien que 
Pexpression de la VCAM-1 soit induite dans des sites inflammatoires, il a 

20 egalement ete rapport6 que la VCAM-1 est une molecule centrale dans la generation 
des reponses humorales k travers les interactions des cellules T-B. les inventeurs ont 
par consequent fait Phypothese que Pabsence de la fonction VLA-4 sur les 
lymphocytes Trl peut assurer que les cellules regulatrices T soient exclues des 
compartiments des cellules B au cours de Pinitiation de reponses immunes a 

25 mediation de cellules B (Leuker and all J Exp Med. 2001 Mar 19;193(6):755-68). 



Tableau 1 : profil de cytokine des clones et populations de cellules T differentes 
utilises 



Especes 


Nom 


Type 


IL-2 
(pg/ml) 


IL-4 
(pg/ml) 


IL-10 
(pg/ml) 


IFN-y 
(ng/ml) 


souris 


A-10-9 


Trl 


<40 


<50 


1874±217 


65+9 


souris 


A-10-11 


Trl 


<40 


<50 


1595+184 


42+4 
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souris 


Nice-1 


Trl 


<40 


<50 


1936+502 


38+12 


souris 


Nice-2 


Trl 


. <40 


<50 


1273+298 


51+9 


souris 


N10-7 


Trl 


<40 


<50 


1659+432 


37+7 


souris 


N10-11 


Trl 


<40 


<50 


1804+394 


41+5 


souris 


N10-23 


Trl 


<40 


<50 


1493+276 


1 3+1 

X J. ' J 


souris 


N12-4 


Thl 


219±42 


<50 


<75 


71+1 1 


souris 


N12-8 


Thl 


275±31 


<50 


<75 


07+1 0 


souris 


N12-13 


Thl 


196+54 


<50 


<75 


R4+1 7 


souris 


N4-2 


Th2 


<40 


912+81 

X 1 O X 




<1 


souris 


N4-9 


Th2 


<40 


1065+1 03 


Z/O / _I_J)U 


<1 

^* X 


souris 


N4-12 


Th2 


<40 




*T 1 Z,IEU / 


<1 

^ X 




Pop.Trl 




<20 


1 1 7+1 0 


1 9865+1 4S7 


c-i_n 1 




Pop.Trl 




<20 


86+21 


14Q45-4-1 O^S 


9 8+n 9 




Pop.Thl 




513+106 


<40 


1 1 045+QR4 


1 56+a 




Pop.Thl 




312+95 


<40 


1 6191+1 901 


1 94+1 5 
1 Z4Z1 




Pop.Th2 




<20 


2321+769 


1 2178+814 


<0 5 2 




Pop.Th2 




<20 


998+143 


1 1941 +QR4 


<0,2 


humain 


JDV15 


Trl 


<20 


<40 


12865+1457 


4+f) 9 


humain 


JDV308 


Trl 


<20 


<40 


14945+1 065 

X T7TJJ. 1 V/VJ«J 


1 1 +0 1 


humain 


BJF161 


Trl 


<20 


<40 


1 1 045+984 


9 f^+f) 9 


humain 


HA-IAJ2 


Trl 


<20 


<40 


1 6321+1201 


9 1+0 1 


humain 


HA-IE7 


Trl 


<20 


<40 


12378+814 




humain 


HA-2D5 


Trl 


<20 


<40 


13241+984 


0,8+0,1 


humain 


JDV305 


Thl 


523+41 


<40 


239±98 


8,3±0,6 


humain 


BJF180 


Thl 


613±74 


<40 


329+274 


9,2+0,7 


humain 


HAT203 


Thl 


712+65 


<40 


121+32 


7,9+0,8 


humain 


BJF116 


Th2 


<20 


1234±96 


2345+175 


<0,5 


humain 


PUEF39 


Th2 


<20 


863+71 


3059+234 


<0,5 


humain 


BJF157 


Th2 


<20 


1457+102 


2019+124 


<0,5 
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Les clones de cellules T et les populations de cellules T humaines et de souris sont 
g6n6res comme d6crits ci-dessus. Les cellules T murines ont 6t6 stimulees avec du 
peptide d'OVA (0,6 jxM) et des spl Oocytes totales irradiees (2x1 0 6 cellules/ml). 
5 Les cytokines ont 6te analysees par ELISA dans des surnageants de culture 
recuperees apres 24h pour IL-2 et IL-4 et apres 48 h pour IL-10 et IFN-y. Les clones 
des cellules T humaines ont et6 actives avec des anticorps monoclonaux reticules 
anti-CD3 (10 ^ig/ml) et anti-CD28 (1 >xgml), les surnageants ont ete r&uperes apr6s 
24h pour IL-2 et IL-4 et apres 48h pour IL-10 et IFN-y. Les resultats represented 
1 0 des donnees combinees des 3 experimentations representatives. 

Exemple 5 : Procede de preparation de cellules T et de cellules dendritiques 
pour la caract&risation des cellules Trl CD4 + CD18 bright CD49b* 
Procedures experimentales 

15 Souris 

Les souris BALB/cAnN ont ete obtenues aupres du CERJ (Le Genest Saint 
Isle, France), les souris DOl 1-10 homozygotes ont 6te genereusement donn6es par 
le Dr S. D. Hurst (DNAX Research Institute, Palo Alto, CA). Les souris 
transg6niques BALB/c IL-10 ont 6te obtenues en utilisant TADNc hIL-10 sous le 
20 controle du promoteurlO du CMH de classe II Ea. Tous les animaux ont ete Sieves 
dans les conditions aseptiques courantes, dans notre animalerie. Toutes les souris 
6taient des femelles dgees de 4 a 8 semaines au debut de chaque exp6rience. 
Milieu, anticorps et reactifs 

Le milieu utilise pour les cultures de cellules T 6tait le milieu Yssel (Yssel et 
25 aL, 1984). Les cellules dendritiques ont 6t6 cultivSes dans du RPMI 1640 
supplements avec 10% de SVF (Roche, Meylan, France), 2 mM de I^glutamine, 
1% de pyruvate de sodium, 2 x 10' 5 M de /32-mercaptoethanol (tous d'lnvitrogen). 
Pour la purification des cellules dendritiques, les inventeurs ont utilise du milieu 
HBSS sans Ca* 4 * et Mg** contenant 2 mM d'EDTA (tous d'Invitrogen) et de la 
30 collagenase D (Roche, Meylan, France). 

Le GM-CSF, le TNF-a et l'lFN-y recombinants de souris venaient de R&D 
' Systems, Abington, R-U. L'IL-10 et l'IL-4 reCoiiibinantes de souris ont et6 
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g6n6reusement offertes par le Dr R. L. Coffinan, DNAX Research Institute, Palo 
Alto, CA. 

La purification et la caracterisation des DC ont et6 effectuSes au moyen 
d'anticorps anti-CD3 (17A2), anti-CD4 (GK1.5) anti-CD8 (53-6.7), anti-CDllb 
5 (Ml/70), anti-CDllc (HL3), CD28 (37.51) . anti-I-Ad (AMS-32.1), anti-CD62L 
(Mel-14); anti-CD80 (16-10A1), anti-CD86 (GL1), anti-B220 (RA3-6B2), 
CD45RB (16A), anti-Grl (RB6-8C5) (Tous de Pharmingen Becton Dickinson) et 
de DEC-205 (NLDC-145) (Serotec, R-U.). 

Les dosages de cytokines ont ete effectu^s au moyen d'anticorps anti-IL-4- 
10 PE ou -FITC (11B11), anti-IFN-rPE (XGM1.2), anti-IL-10-FITC (JES-16E3), 
anti-DL-4 (11B11) et anti-IL-10 (2A5) purifies, anti-IFN-Y (XGM1.2) et d'anti-IL-4 
(24G2), d'anti-IL-10 (SXC1), d'anti-IFN-7 (R4-6A2) biotinyles (Tous de 
Pharmingen Becton Dickinson). 

Les anticoips anti-IgE (R35-72) et anti- IgGl (A85-1) utilises pour l'analyse 
1 5 des IgG s&iques sp6cifiques de l'OVA &aient de Pharmingen Becton Dickinson. 

Le tampon de lyse, la m6trizamide, le LPS, le peptide OVA n3 ^ 9 , 
l'ovalbumine et Talun 6taient de Sigma, Saint Quentin Fallavier, France. 
Cvtom6trie de flux 

L'analyse phenotypique des sous-ensembles de DC a 6t6 effectu6e par 
20 double ou triple coloration avec des anticorps biotmyl6s anti-CD 11c, suivis de 
streptavidine-Cy-Chrome, d'anti-CD45RB coupl& a la PE et d'un troisieme 
anticorps couple au FITC. Toutes les etapes de coloration ont <§te conduites k 4°C 
dans du tampon PBS avec 0,1% de SAB et 0,02 mM de NaN3. Aprfes trois lavages, 
les cellules marquees ont et6 analysees sur un FACScan (Becton Dickinson). 
25 Coloration des cytokines intracellulaires 

L'analyse des cytokines intracellulaires par cytom6trie de flux a ete effectu6e 
comme d^crit (Groux et al„ 1997). Les cellules (10 6 /ml) ont &<§ activ6es pendant 6 
h avec des ACm anti-CD3 et anti-CD28 immobilis6s. La monensine a ete ajoutee k 
1 0 fxg/ml et, 4 h phis tard, les cellules ont 6t6 r6coltees, lavfes et fixees dans du 
30 formaldehyde k 2%. Pour la coloration intracellulaire, les cellules ont 6te incubees 
avec les ACm suivants : anti-IL-4-FITC ou -PE, anti-IFN-7-PE et anti-IL-10-FlTC, 
ou des anticorps temoins d'isotype correspondant, tous a 5 jig/ml. Les 6chantillons 
ont et6 analyses sur un FACScan (Becton Dickinson). 
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Cellules dendr itiques d6riv6es de la moelle osseuse fDC-MO^ 

Les DC-MO ont et6 g6n6r£es a partir de progeniteurs mddullaires, comme 
d6crit precedemment, avec quelques modifications (Inaba et al., 1992). En bref, la 
moelle osseuse a ete extraite par linage de tibias et de femurs avant d'eliminer les 
5 globules rouges avec 0,83 % de chlorure d'ammonium. Les cellules ont et6 cultiv6es 
a 37°C, sur des plaques a 24 puits (Becton Dickinson) (10 6 cellules/ml/puits), dans 
du milieu RPMI complet supplements avec 10 ng/ml de GM-CSF recombinant 
murin et 2,5 ng/ml de TNF-cc recombinant murin, avec ou sans IL-10 recombinante 
murine (500 ng/ml). Les DC-MO ont et6 recoltees a J6. 
10 Purification des cellules dendritiques spleniques 

Des rates ont 6te decouples en menus fragments qui ont ete digeres par la 
collagenase D (1 mg/ml) dans du HBSS pendant 20 ran a 37°C, sous agitation 
constants Les fragments dig6res ont ete filtrfe sur grille de 0,7 \im (Becton- 
Dickinson) et la suspension cellulaire a ete lavee deux fois dans le milieu de 
15 purification. Les cellules ont alors ete deposees en couche sur un gradient de 
m6trizamide et centrifugees a 600 g pendant 10 min. Les cellules concentr6es a 
Tinterface ont 6t6 r6cuper6es, lav6es une fois et remises en suspension dans le 
milieu de purification, pour dissocier les DC des lymphocytes. Les difF6rentes 
lign6es de cellules T, les cellules B et les granulocytes ont 6t6 d6plet6es en traitant 
20 les cellules de basse densite r6cuperees, pendant 30 min a 4°C, avec un melange 
-d'anticorps monoclonaux compost d'anti-CD3, d'anti-B220 et d'anti-GR-l. Les 
cellules positives ont et6 r6cup6r6es magnetiquement, apr6s incubation pendant 1 h 
a 4°C avec des billes magnetiques recouvertes d'lg anti-rat, dans un rapport de 10 
billes pour 1 cellule. 
25 Preparation des cellules T transgeniques TCR "vierges" 

Des cellules T spl6niques de souris DO 11.10 transgeniques OVA TCR ont 
ete pr6parees comme decrit ailleurs (Groux et al., 1997). En bref, des cellules T 
CD4+ ont 6te enrichies par selection negative au moyen de billes magnetiques avec 
un melange d'ACm anti-CD8, anti-B220 et anti-CD lib. Les cellules T 
30 CD4 + /Mell4 bnght ont ensuite ete triees par cytom6trie de flux en utilisant des 
anticorps anti-CD4-PE et anti-CD62L-FITC (Mell4). Les populations de cellules T 
tri6es etaient typiquement positives a 99 % pour les deux marqueurs. 
Differentiation des cellules T transgeniques TCR par les cellules dendritiques 
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Les essais in vitro de differentiation des cellules T ont 6te effectu&s dans du 
milieu Yssel. Les cultures primaries de stimulation ont ete etablies en procedant k 
une activation de cellules T CD4+ "vierges" purifi6es (2,5 x 10 5 ) par des 
populations de cellules dendritiques tribes, pulsees avec le peptide OVA 323 _ 339 (0,6 
5 /xM) dans un volume total de 1 ml, sur des plaques de 24 pui ts (Becton Dickinson). 
Les cellules ont et6 rnultipliees, r6colt6es a J7, lavees trois fois, comptees et 
restimulees par des populations de cellules dendritiques fraichement triees + 0,3 \xM 
de peptide OVA 32 3_3 39 pour la seconde differentiation. La meme procedure a 6te 
appliquee pour le troisifeme cycle de differenciation. Apres la differenciation, les 
1 0 cellules T ont ete r6coltees, lavees et restimulees avec 0,3 fiM d'OVA 323 _33 9 et des 
CPA spteniques irradiees. La proliferation des cellules T a ete mesur^e par 
Incorporation de 3 H-thymidine au cours des 12 dernieres heures de l'incubation de 
72 h. La production d'IL-4, d'IL-10 et d'lFN-y a 6te mesur6e par ELISA dans les 
surnageants recueillis 48 h apr^s la restimulation des cellules T. 
15 Experiences transwell 

Dans le compartiment inferieur d T un syst£me transwell (0,4 fim Costar- 
Dutscher, Brumath, France), 10 6 cellules T CD4+ puriftees isol6es de souris 
BALB/c normales ont 6te stimuldes avec 10 6 sptenocytes irradtes de souris BALB/c 
et des ACm anti-CD3 (10 |xg/ml): Dans le compartiment sup6rieur, des cellules T 
20 CD4+ differenciees par une stimulation unique avec des cellules dendritiques ont 
6te stimulus avec 0,3 |iM d'OVAp et 10 6 spl6nocytes irradies. Trois jours plus 
tard, le panier a ete retire et les cellules T des puits inferieurs ont ete transferees (en 
triple) dans des plaques a 96 puits. La r6ponse proliferative a ete analysee par 
l'incorporation de 3 H-thymidine au cours des 12 dernieres heures de culture. 
25 Cvtologie 

Les DC CDllc low CD45RB + et CDllc high CD45RB- triees, gener6es in vitro 
ou isoiees de rates de souris BALB/c, ont ete incubees pendant 24 h avec du LPS (1 
pg/ml) en presence de GM-CSF (10 ng/ml). Les DC fraichement triees ou stimuiees 
ont ete centrifugees (Cytospin2, Shandon) et colorees au May-Griinwald-Giemsa. 
30 Dosage par RT-PCR quantitative en temps r6el 

L'ARN total des sous-ensembles de DC. triees. 
(1 x 10 6 ; purete >99%) a ete prepare avec du TRIZOL (Life Technologies), comme 
decrit ailleurs (Cottrez et al., 1994), et toute trace eventuelle d'ADN 
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chromosomique contaminant a 6t6 diger6e par la DNase I, en suivant les 
instructions du fabricant (Gene Hunter, Nashville, TX). Puis TARN a fait Fobjet 
d*une transcription inverse avec un oligo(dT)12-18 et la transcriptase inverse 
Superscript II (Life Technologies), comme decrit ailleurs (Cottrez et al., 1994). La 
5 PCR quantitative en temps reel a. ete effectu6e avec la trousse SYBR Green PCR 
Core Reagents Kit, sur des plaques de microtitrage sp£ciales, a 96 puits (Applied 
Biosystems, Courtaboeuf, France) dans un appareil ABI PRISM 5700 Sequence 
Detection System (Applied Biosystems), en suivant les instructions du fabricant. 
Les signaux de fluorescence ont 6te generes pendant chaque cycle de PCR par 
10 incorporation directe du SYBR Green dans la chaine d'ADN bicat6naire, pour 
donner des informations quantitatives en temps reel. Des amorces (MWG Biotech, 
Ebersberg, Allemagne) englobant les jonctions exonis-introns ont et6 conges pour 
eviter 1'amplification de TADN genomique et donner des amplicons de 100 k 150 
pb, afin d'accroitre l'efficacitS de ramplification par PCR. Toutes les amorces ont 
15 ete utilises dans des conditions qui ont 6vit6 la formation de dimeres, et la fid&ite 
des produits d'amplification a 6te verifi6e par electrophorese et cartes de restriction 
enzymatique. Tous les ADNc ont et6 titr6s sur la valeur de l'expression moyenne de 
4 diffcrents g&ies ordinaires (housekeeping). Les conditions experimentales de la 
PCR &aient les suivantes : 10 mn a 94°C, et 40 cycles de 30 s h 94°C, 30 s a 60°C 
20 et 30 s h 72°C pour chaque amplification, dans un volume final de 20 pL 
L'expression des genes cibles a ete mesurSe, apres normalisation des concentrations 
d'ARN, avec les 4 genes ordinaires et les valeurs sont exprimees en facteurs 
d'augmentation de l'expression par rapport a un temoin n6gatif. 
Dosages des cytokines 
25 L'IL-4, riL-10 et riFN-y ont 6t6 dos6s par une m6thode ELISA en sandwich, 

comme decrit ailleurs (Cottrez et al., 2000). En bref, des plaques ELISA (Polylabo, 
France) ont 6t6 recouvertes dACm anti-cytokines approprtes en tampon carbonate 
et incubtSes a 4°C pendant une nuit. Les reactions ont ete bloquees pendant 30 min a 
temperature ambiante avec 150 jil de PBS/SVF h 20% dans chaque puits ; 50 jil de 
30 surnageants dilues des cellules T CD4+ stimul6es in vitro ont ensuite 6te ajoutes 
aux puits, avant d'incuber les plaques k 4°C pendant une nuit. Apres une "6tape de 
lavage, 50 yX de l'anticorps biotinylS de la seconde etape ont 6t6 ajoutes dans chaque 
puits. Les plaques ont 6t6 incubees pendant 1 h & temperature ambiante et lavees. Le 
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conjugu6 enzymatique (streptavidine-peroxydase) a ensuite 6t6 ajout6 dans chaque 
puits. Les plaques ont ete incubees a temperature ambiante pendant 1 h, lavees, et 
100 ul de substrat (ABTS, 1 mg/ml) ont ete ajoutes par puits. Les plaques ont ete 
lues sur un lecteur ELISA a 405 nm, apres formation de la couleur (Labsystems 
5 iEMS reader, Helsinki, Finlande). 



20 



30 



L'IL-10 induit la differenciation d*un sous-ensemble distinct de DC. 

On sait que l'IL-10 induit la differenciation des cellules Trl par un effet 
10 indirect (Wakkach et al., 2001). Etant donn6 que les DC sont des acteurs essentiels 
dans la differenciation des cellules T, les inventeurs ont analyse l'effet de l'IL-10 sur 
la differenciation des DC a partir de cellules progenitrices de la moelle osseuse 
cultivees en presence de GM-CSF et de TNF-a (les experiences preUminaires ont 
montre que la presence de TNF-or n'influence pas le phenotype et la fonction des 
1 5 DC, mais aide toutefois a augmenter le rendement et la viabilit6 des populations de 
cellules dendritiques [donnees non presentees]). L'addition d'IL-10 au jour 0 de la 
culture a induit la diff6renciation d-une population de DC avec une faible expression 
de CDllc et une forte expression de CD45RB (figure 9A). En revanche, en 
l'absence d'IL-10, l'addition de GM-CSF et de TNF-or a induit la differenciation de 
DC exprimant de fortes concentrations de CDl lc (figure 9A) (Inaba et al., 1992). 
Apres triage des cellules au FACS en fonction de l'expression specifique de CD1 lc 
et de CD45RB, les DC CD1 lc tow CD45RB + differenciees in vitro presentaient une 
morphologie plasmocytofde, avec une membrane plasmique lisse et un noyau 
excentrique (figure 9B-1). D'autre part, les DC CDllc hi * h avaient une morphologie 
differente, avec presence de petites dendrites (figure 9B-3). Apres- une nouvelle 
maturation avec le LPS, les deux populations ont acquis une morphologie de DC 
pleinement matures, avec de longues dendrites (figure 9B-2 et 4). L'analyse de 
l'expression des molecules du CMH n et des costimulateurs a revele de faibles 
niveaux d'expression du CD80, du CD86 et de 1*I-A sur les DC CDllc Iow CD45RB + 
(figure 9C) par rapport aux DC CDl lc^. La maturation des cellules dendritiques 
avec le LPS n'a pas modifie le phenotype des DC CDllc low CD45RB + (figure 9C), 
tandis qu'elle renforcait l'expression des molecules de CD80, CD86 et I-A sur les 
DC CD1 l c hieh . Ces resultats montrent que l'IL-10 induit la differenciation d-un sous- 
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ensemble distinct de DC caracterisees par l'expression specifique de CD45RB, qui 
presentent un phenotype pseudo-immature qui ne peut etre modifie par une 
stimulation avec le LPS. 

5 Isolement de I'equivalent naturel des DC derivees par I'EL-10 

Les inventeurs ont done abord6 la question de 1'influence de l'IL-10 in vivo 
sur la differentiation des cellules dendritiques. Des DC spleniques enrichies isolees 
de souris Tg IL-10 non transgeniques ou de souris BALB/c ont ete analysdes pour 
l'expression du marqueur specifique des DC murines CD1 lc (figure 10A). Chez les 
10 souris Tg IL-10, il a ete observe un plus grand nombre de DC exprimant faiblement 
le CD1 lc par rapport aux souris BALB/c normales (figure 10A) ou aux temoins non 
transgeniques (donnees non presentees). Comme pour les DC CDllc ,ow 
diff6renciees in vitro en pr6sence d'IL-10, les DC spleniques CDllc'° w exprimaient 
fortement le marqueur CD45RB (figure 10B). Par ailleurs, les DC derivees in vitro 
15 et les DC CDllc'™CD45RB + spleniques ont toutes deux une morphologie 
plasmocyto-fde (figure 10C-1), contrairement aux DC CDHc* 8 " qui presentent de 
petites dendrites (figure 10C-3). Apres une maturation complete avec le LPS, les 
deux populations de DC spleniques se differencient en DC pleinement matures avec 
longues dendrites (figures 10C-2 et 4). 
20 Les inventeurs ont ensuite etudie l'expression des molecules I-A d du CMH et 

des costimulateurs CD80 et CD86 sur les DC spleniques CD1 lc ,ow CD45RB + et 
CDllc^CD45RB- tri6es sur FACS, provenant de souris Tg IL-10 et de souris 
BALB/ctfmoins. Comme le montre la figure 10D, il a ete constate que les DC 
CD1 lc ,ow CD45RB + purifiees ex vivo exprimaient faiblement les molecules du CMH 
25 de classe II, le CD80 et le CD86, par rapport aux DC CDllc hi ^CD45RB- Pour 
determiner si les DC CD1 lc'-CD45RB + reprdsentent un sous-ensemble distinct de 
DC et le produit d'une lignee developpementale separee, ou si elles represented un 
stade immature de DC plus conventionnelles, la maturation in vitro des DC isolees a 
ete induite par des cultures a court terme en presence de GM-CSF (afin d'augmenter 
30 la duree de vie et le taux de recuperation) et de LPS. Dans ces conditions, apres 
maturation in vit,-o avec le LPS, les DC CDllc ,ow CD45RB + conservaient toujours 
une faible expression des molecules du CMH de classe II et du CD86, ce qui 
suggere que leur phenotype pseudo-immature est stable, h l'exception de la 
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surexpression du CD80. En revanche, apres incubation in vitro avec le LPS, les DC 
CDllc h,gh CD45RB~ montrent une maturation accrue, avec augmentation de 
l'expression des molecules du CMH de classe n et des deux costimulateurs (CD80 
et CD86) (figure 10D). Globalement, ces rSsultats montrent que les DC 
5 CDllc ow CD45RB + isotees de la rate repr&sentent des equivalents in vivo des DC 
derivees par PIL-10. 

Caractdrisation phenotypique et s6cr6tion des cytokines du sous-ensemble de 
cellules dendritiques CDllc l0W CD45RB + 

10 Pour mieux caractSriser le sous-ensemble de DC CDllc low CD45RB + , les 

inventeurs ont analyse l'expression des diffSrents marqueurs des cellules 
dendritiques sur les populations cellulaires CD1 lc low CD45RB + et 
CDllc hlgh CD45RB" tribes provenant de souris BALB/c (figure 11 A). Les DC 
CD1 lc low CD45RB + expriment faiblement le CD1 lb et le DEC 205 et pas du tout le 

15 CD8q; ce qui suggere qu'elles n'appartiennent pas a la lign6e "classique" des DC 
myfloldes (CDllb high ) ou lymphoides (CD8c?) (Shortman and Liu, 2002). Par 
ailleurs, contrairement a une population de DC tolerogenes recemment ddcrite 
differenciee a partir d'un prdcurseur de cellule B, les DC CD 1 1 c ,ow CD45RB + sont 
negatives en B220 (Lu et aL, 2001 ; Martin et al., 2002). Enfin, ces cellules 

20 n'expriment pas les marqueurs specifiques des cellules T (CD4 et CD2) (donnees 
non presentees). 

Une part importante de la fonction spdcifique des DC est dictee par la 
secretion d ! ensembles distincts de cytokines. Les inventeurs ont done analyse, par 
RT-PCR quantitative, l'expression. relative de plusieurs cytokines importantes sur 

25 des cellules dendritiques CDllc low CD45RB + et CDllc high CD45RB _ fraichement 
triees ou activ£es par le LPS. AprSs activation par le LPS, les DC 
CDllc low CD45RB + secretaient de 1TL-10 alors que les DC CD1 lc high CD45RB" 
secretaient de l'IL-12. Les deux populations montraient une secretion d'IL-ljS, 
encore augments par Tactivation par le LPS, mais ne secrdtaient pas d'lFN-o; 

30 meme aprds 24 h d'activation par le LPS (figure 11B). Ces r&ultats montrent que 
les DC CDllc ,ow CD45RB + represented un sous-ensemble distinct de cellules 
■ dendritiques qui secr&ent principalement de TIL- 10 apr6s activation. 
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Les DC CDHc' 0 * CD45RB + differentient Ies cellules Trl in vitro 

Pour analyser l'influence des differents sous-ensembles de DC sur 
l'amorcage et la differenciation de cellules T specifiques jamais exposees a l'OVA 
("vierges") isolees de souris DOll-1 0, plusieurs cycles de stimulation des cellules T 
5 ont 6te etablis avec des DC CDllc ,0W CD45RB + ou CD1 lc high CD45RB- triees 
isolees de la rate de souris BALB/c (figure 12A) ou differenciees in vitro (figure 
12B). Les cellules T CD4+ "vierges" purifiees ont ete stimulees par l'OVA (0,6 
uM), a differents rapports DC/T, pendant une semaine. Puis les cellules T ont 6t6 
recoltees, lavees et stimulees une nouvelle fois, dans les memes conditions, avec 0,3 
10 uM d'OVA. Apres une troisieme stimulation dans les memes conditions, les 
populations de cellules T polarisees ont et6 recuperees, lavees et restimulees avec 
des splenocytes irradies de souris BALB/c et 0,3 uM d'OVA pour analyser leur 
profil de cytokines (figure 12A). Nos resultats montrent que les DC 
CDllc low CD45RB + purifiees ex vivo ou differenciees in vitro, quel que soit le 
15 rapport DC/T utilise, induisaient la differenciation de cellules Trl secr6tant 
fortement l'IL-10, faiblement l'IFN-7 et pas d'IL-4 (ou alors en quantity 
negligeables) (Groux et al., 1997) (figures 12 A et B). Contrairement aux cellules 
dendritiques CDllc low CD45RB + , ceUes du sous-ensemble CDllc high CD45RB- 
amorfaient les cellules Thl qui secretent fortement lTFN-y (figures 12A et B). Ces 
20 resultats sont corr616s au profil de cytokines de la sous-population de' cellules 
dendritiques, c-a-d. CD1 1 c low CD45RB + , qui differencient les cellules Trl, secretent 
lTL-10, alors que 1TL-12 secr6tee par les DC CDllc hi * h CD45RB- induit la 
differenciation des cellules Thl. 

Par ailleurs, la differenciation specifique des cellules Trl avec les DC 
25 CD 1 1 c ,ow CD45RB + a ete observes apres une stimulation unique, comme l'a montre 
l'analyse intracytoplasmique de la secr6tion de cytokines dans les differentes sous- 
populations de cellules T (figure 12C). Pour analyser les proprietes fonctionnelles 
des cellules T obtenues apres une stimulation unique par les DC 
CDllc low CD45RB + , des experiences transwell ont et6 conduites. Les cellules T 
30 obtenues apres stimulation par des DC CD1 lc ,ow CD45RB + de souris BALB/c ont 
inhib6 la proliferation des cellules T.CD4+ en attente (bystarider) stimulees par des 
splenocytes irradies et un anticorps monoclonal anti-CD3 (figure 12D). D'autre part, 
l'addition d'ACm inhibiteurs de souris anti-IL-10 et anti-TGF/3 a leve l'effet 
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suppresseur de ces cellules T, confirmant la differentiation des cellules Trl au plan 
ph6notypique et fonctionnel (figure 12D). A titre de controle, des populations de 
cellules Thl (induites par des DC CDllc higb CD45RB-) n'ont pas eu d'effet 
inhibiteur sur la proliferation des cellules T CD4+ en attente (figure 12D). 
5 Globalement, ces resultats montrent que les DC CDllc low CD45RB + induisent la 
differentiation des cellules Trl in vitro. 



Cellules humaines 

1 0 Des cellules dendritiques ont ete difterenttees a partir de cellules 

progenitrices CD34+ avec du GM-CSF et de l'IL-4 en presence ou en absence d'lL- 

10, cornme indiqu6. . 

Aprds 6 jours, les cellules dendritiques ont 6t6 triees en fonction de 

l'expression de CD1 lc et marquees avec les anticorps indiqu6s. 
15 Les cellules purifiSes ont aussi 6te stimulees avec du LPS pendant 24 

heures, puis analyses par cytofluorometrie. 

Les cellules dendritiques toterogenes difKrentites en pr6sence d'IL-10 

exprimaient de bas niveaux de CD1 lc, et de bas niveaux des molecules HLA-DR, 

CD80 et CD86. 

20 L'activation avec le LPS n'a pas augment^ l'expression de HLA-DR et 

CD86 pour cette population, au contraire de l'effet du LPS sur les autres 
populations de DC test6es. 

Tableau: effet de V activation avec le LPS sur les populations de cellules 
25 dendritiques triees difif&rentiSes en presence ou absence d'IL-10. 



Pourcentage de cellules positives 


Stimulation 






LPS 


LPS 






LPS 


LPS 


Differentiation 










IL-10 


IL-10 


IL-10 


IL-10 




CDllc 

low 


CDllc 

hi 


CDllc 

low 


CDllc 

hi 


CDllc 

low 


CDllc 

hi 


CDllc 

low 


CDllc 

hi 


CD 14 


12±3 


14±4 


12±4 


13±3 


15±3 


9±2 


13±3 


13±3 


CD4 


4±2 j 


3±1 


3±2 


2±1 


4±1 


5±3 


5±2 


3±2 


CDllb 


13±1 


24±8 


23±6 


21±8 


19±6 


21±4 


18±5 


15±6 


HLA-DR 


75±12 


80±9 


91±15 


89±12 


50±8 


85±12 


52±6 


92±12 


CD80 


24±5 


28±6 


80dbl3 


73±12 


14±2 


26±11 


45±12 


84±7 


CD86 


53±6 


54±5 


85±15 


79±123 


26±4 


54=fc9 


28±6 


73±11 


CD40 


81±9 


94±2 


98±12 


96±11 


74±8 


81±15 


82±13 


95±11 
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Moyenne d'intensite de fluorescence 



Stimulation 




- 


LPS 


LPS 






LPS 


LPS 


Differentiation 




_ 






IL-10 


IL-10 


IL-10 


IL-10 




CDllc 


CDllc 

ni 


CDllc 

low 


CDllc 

hi 


CDllc 

bw 


CDllc 

hi 


CDllc 

low 


CD1 
lc w 


CD14 


250 
±130 


320 
±110 


210 
±150 


350 
±80 


210 
±180 


350 
±87 


250 
±130 


390 
±102 


CD4 


80 ±63 


86 ±38 


91 ±58 


86 ±27 


70 ±53 


83 ±48 


91 ±54 


75 
±52 


CD lib 


370 
±356 


350 
±256 


367 
±298 


357 
±241 


324 
±293 


360 
±255 


357 
±297 


354 
±291 


HLA-DR 


470 
±570 


590 
±350 


890 
±480 


981 
±210 


310 
±150 


520 
±350 


350 
±218 


846 
±520 


CD80 


134 
±102 


290 
±130 


357 
±150 


481 
±213 


102 
±80 


198 
±97 


283 
±110 


435 
±115 


CD86 


400 
±270 


595 
±600 


813 
±370 


789 
±483 


254 
±130 


587 
±480 


312 
±178 


834 
±420 


CD40 

... 


320 
±230 


580 
±256 


680 
±269 


710 
±297 


367 
±260 


539 
±200 


340 
±264 


730 
±260 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'identification de lymphocytes Trl regulateurs presents dans un 
£chantillon biologique comprenant des lymphocytes, caracteris6 en ce qu'il 

5 comprend les dtapes suivantes : 

a) determiner la presence simultan6e des produits d'expression par lesdits 
lymphocytes des genes codant pour la molecule CD4 et 1' ensemble des 
molecules du groupe A, ledit groupe A etant constitu6 par les molecules 
CD 1 8 et/ou CD1 1 a, et CD49b ; et 
10 b) identifier comme lymphocytes Trl regulateurs les lymphocytes qui 

expriment simultanement les genes codant pour la molecule CD4 et 
T ensemble des molecules du groupe A. 

2. Proc6d6 selon la revendi cation 1, caracteris£ en ce que : 

15 - a l'etape (a) on compare en outre l'expression par lesdits lymphocytes 

d'au moins un g£ne choisi parmi les genes codant pour les molecules du 
groupe B suivant : CDlla, CD18, PSGL-1, PECAM-1 et alphaV/beta 3, 
ladite expression 6tant compare avec l'expression dudit meme gene par 
des lymphocytes de type Thl ou Th2 ; et 

20 - en ce qu'i l'dtape (b) on identifie comme lymphocytes Trl regulateurs les 

lymphocytes qui surexpriment au moins Tun desdits genes codant pour 
les molecules du groupe B. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterisfe en ce qu'& l'etape (a) on 
25 compare l'expression d'au moins deux desdits gdnes du groupe B et en ce 

qu'a l'etape (b) on identifie comme lymphocytes Trl regulateurs les 
lymphocytes qui surexpriment les deuxdits g£nes du groupe B. 

4. Procede selon la revendication 3, caract6ris£ en ce qu'& l'etape (a) on 
30 compare l'expression de tous les genes du groupe B et en ce qu'a l'etape (b) 

on identifie comme lymphocytes Trl regulateurs les lymphocytes qui 
surexpriment tous les genes du groupe B. 
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5. Procede d' identification selon 1'iine quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce qu'i l'etape (a) on determine en outre et simultanement la 
presence du produit d' expression par lesdits lymphocytes du g£ne codant 

5 pour la molecule CD3 et en ce qu'& l'etape (b) on identifie cornme • 

lymphocytes Trl regulateurs les lymphocytes qui expriment en outre 
simultanement le g£ne codant pour la molecule CD3 . 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 £ 5, caracterise en ce 
10 qu'& l'etape (a) on determine la presence simultanee desdites molecules du 

groupe A exprimdes k la surface desdits lymphocytes. 



7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'& l'etape (a) on 
determine la presence simultanee desdites molecules exprimees a la surface 

15 desdits lymphocytes au moyen d'anticorps sp^cifiques desdites molecules. 

8. Procede selon la revendication 7, caract6ris6 en ce que lesdits anticorps 
sp6cifiques sont marques par un marqueur capable d'etre d6tecte de 
maniere directe ou indirecte. 

20 

9. Procede selon la revendication 8, caract6ris6 en ce que chacun desdits 
anticorps est marque par un marqueur different. 

10. Procede selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce que lesdits 
25 marqueurs sont fluorescents et sont choisis dans le groupe constitue de 

1'isothiocyanate de fluoresceine (FITC), l'allophycocyanine (APC), la 
phycoerythrine-cyanine 5 (PC5), la phycoerythrine (PE), le diac6tate de 
fluoresceine fluorescente verte, la calc6ine AM, et la tetramethyl rhodamine 
fluorescente rouge. 



30 



1 1, Procede selon l'une quelconque des revendications 6 a 10, caracterise en ce 
qu'& l'etape (a) la determination de la presence simultanee desdites 
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molecules du groupe A exprimees k la surface desdits lymphocytes est mise 
en oeuvre par cytometric de flux. 

12. Procede selon la revendication 10 ou 11, caracterise en ce qu'a Petape (a) 
5 dudit procede on determine, pour la molecule CD18, la presence d'une 

intensity de fluorescence de type CD18bright. 

13. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 2 a 12, caract6ris6 en ce 
que : 

- a l'6tape (a) la comparaison de l'expression par lesdits lymphocytes d'au 
moins un g&ne codant pour les molecules du groupe B est effectuee par 
comparaison de la quantity d' ARNm exprime pour ledit gene ; et 

- en ce qu'& l'etape (b) on identifie comme lymphocytes Trl r6gulateurs les 
lymphocytes qui surexpriment l'ARNm dudit gene. 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que Ton mesure la 
quantite d' ARNm par RT- PCR quantitative. 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 k 14, caracterise en ce 
20 que l'6chantillon biologique est issu d'un pr61evement de sang pSripherique 

ou d'un organe inflammatoire chez un sujet. 



10 



15 



16. Proced6 selon la revendication 15, caracterise en ce que le prelevement est 
effectue chez un sujet atteint ou susceptible d'etre atteint d'une maladie 
25 auto-immune ou inflammatoire. 



17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que ledit sujet est 
atteint de la maladie de Crohn ou de la sclerose en plaques. 

30 18. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 14, caracterise en ce 

que PSchantillon biologique est issu d'un proced6 de pr6paration in vitro de 
lymphocytes Trl r6gulateurs k partir d'une population de lymphocytes issus 
d'un prelevement chez un sujet. 
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19. ProcedS selon la revendication 18, caract6rise en ce que le proc6de de 
preparation lymphocytes Trl r6gulateurs comprend au moins une etape 
d' activation de lymphocytes T CD4+ de ladite population de lymphocytes 

5 * en presence d'un antigene et d'interleukine 10. 

20. Proc6d6 selon la revendication 1 8, caracteris6 en ce que le proc6de de 
preparation lymphocytes Trl r6gulateurs comprend les etapes suivantes : 

a) obtenir un echantillon biologique contenant des cellules 
10 pr6sentatrices d'antigdne artificielles qui expriment une molecule du 

systeme HLA de classe II et une molecule de LFA-3 humain et qui 
n'expriment aucune des molecules de co-stimulation B7-1, B7-2, B7- 
Hl, CD40, CD23 ou ICAM-1 ; 

b) activer in vitro les lymphocytes T CD4+ de ladite population de 
15 lymphocytes en presence de 1' antigene choisi, presentepar les 

cellules presentatrices d' antigene artificielles obtenues en (a) ; et 

c) r6cup6rer, a partir desdits lymphocytes, une population de 
lymphocytes CD4+ actives comprenant au moins 10% de 
lymphocytes Trl specifiques de Pantigene choisi. 

20 

21. Procede selon la revendication 18, caracteris6 en ce que le proc6d6 de 
preparation de lymphocytes Trl regulateurs comprend les etapes suivantes : 

a) obtenir in vitro une population de cellules progenitrices hvimaines 
capables de se differencier en celltdes dendritiques ; 
25 b) mettre en culture lesdites cellules progenitrices humaines en prdsence 

d'IL-10 pour obtenir une population desdites cellules dendritiques ; 
et 

c) mettre en presence ladite population de lymphocytes humains avec la 
population de cellules dendritiques obtenues en (b). 

30 

22. Proc6d6 selon l'une quelconque des revendications 1 k 5, caracterise en ce 
que les produits d 'expression par lesdits lymphocytes des gfenes codant pour 
les molecules du groupe A sont des ARNm, et en ce qu'a T^tape (a) la 
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determination de la presence simultanee desdits ARNm est r6alis6e par RT- 
PCR. 

23. Procede de quantification de lymphocytes Trl regulateurs presents dans un 
5 echantillon biologique comprenant des lymphocytes, caracterise en ce qu'il 

comprend les etapes consistant a : 

a) identifier les lymphocytes Trl regulateurs par un procede 
d'identification selon Tune quelconque des revendications 1 a 21 ; et 

b) determiner la proportion des lymphocytes Trl regulateurs identifies 
10 en (a) par rapport a la quantite totale des lymphocytes ou d'une 

fraction particuliere des lymphocytes, presents dans ledit echantillon 
biologique. 

24. Procede de pronostic ou de diagnostic in vitro d'une maladie auto-immune 
15 ou inflammatoire chez un sujet a partir d'un Echantillon biologique 

• prealablement prelev6 chez ledit sujet, caracterise en ce qu'il comprend les 
Stapes suivantes : 

a) determiner la proportion de lymphocytes Trl regulateurs presents 
dans ledit echantillon biologique par rapport a la quantite totale des 

20 lymphocytes, ou d'une fraction particuliere des lymphocytes, selon le 

procede de quantification de la revendication 23 ; et 

b) comparer la proportion desdits lymphocytes Trl regulateurs obtenue 
a l'etape (a) par rapport k celle presente dans un 6chantillon 
biologique preleve chez un sujet sain. 



25 



25. Proc6d6 de pronostic ou de diagnostic in vitro d'une maladie auto-immune 
ou inflammatoire selon la revendication 24, caracterise en ce qu'a l'etape 
(b) on observe une diminution de ladite proportion chez le sujet & tester. 



30 



26. Procede d'enrichissement en lymphocytes Trl regulateurs presents dans un 
echantillon biologique comprenant des lymphocytes, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 
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a) identifier les lymphocytes Trl -r6gulateurs par un procede 
d'identification selon Tune quelconque des revendications 1 k 22 ; et 

b) eliminer dudit 6chantillon une part significative des lymphocytes ne 
presentant pas simultan6ment lesdites molecules. 

5 

27. Utilisation d'une population enrichie en lymphocytes Trl r6gulateurs par un 
procede d'enrichissement selon la revendication 26 pour la fabrication d'un 
medicament destin£ a prevenir et/ou a traiter une maladie auto-immune ou 
inflammatoire. 

10 

28. Utilisation selon la revendication 27, caracterisee en ce que les 
lymphocytes Trl regulateurs sont administres au niveau d'une zone 
d' inflammation. 

15 29. Utilisation selon la revendication 27 ou 28, caracterisee en ce que les 

lymphocytes Trl r6gulateurs sont administres avec un antigene capable 
d'activer in vivo lesdits lymphocytes. 



20 



30. Utilisation selon la revendication 27 ou 28, caract6ris6e en ce que les 
lymphocytes Trl regulateurs sont pr6alablement actives in vitro ou in vivo. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Figure 8 
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Figure 9 
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Figure 10 
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Figure 12 
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